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LIJST VAN VAAK GEBRUIKTE AFKORTINGEN 
ACD acid citrate dextrose (zie tabel XXVI) 
Au-anligeen Australië antigeen 
2,3 DPG 2,3 difosfoglyceraat 
Edglugate-Mg EDTA bevattende bloedconserveringsvloeistof (zie label 
XXVI) 
EDTA ethyleen diamino tetra azijnzuur 
Hgb hemoglobine 
PPSB protrombine; proconvertine; Stuart-Prower faktor; anti-
hemofilie faktor В 
SGPT Serum glutamaat pyruvaat transaminase 
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INLEIDING 
Voor een normaal bloedstollmgsmechanisme is nddst de aanwezigheid van 
goed funktionerende bloedplaatjes ook een aantal specifieke eiwitten nodig, 
stollingsfaktoren genaamd Deze stollingsfaktoren worden volgens inter-
nationaal gebruik meestal met romeinse cijfers aangeduid, terwijl daarnaast 
vaak ook nog de oude synoniemen gebruikt worden faktor I (fibrinogeen), 
faktor II (protrombine), faktor IV (geïoniseerd calcium in fysiologische con-
centratie), faktor V (proaccelenne), faktor VII (proconvertine), faktor VIII 
(antihemofilie faktor A), faktor IX (antihemofilie faktor B, Christmas 
faktor, plasma tromboplastin component, P T C ), faktor X (Stuart-Prower 
faktor), faktor XI (plasma tromboplastin antecedent, P T A ) , faktor XII 
(Hageman faktor), faktor XIII (fibrine stabiliserende faktor, F S F ) 
Een geïsoleerde deficiëntie van eén dezer stollingsfaktoren komt meestal 
voor als een aangeboren, vaak erfelijke afwijking Een tekort aan faktor VIII 
(hemofilie-A) is relatief de meest frekwente aangeboren stolhngsfaktor-
deficientie, gevolgd door een deficiëntie aan faktor IX (hemofilie-B) welke 
ongeveer 5 tot 10 maal zeldzamer voorkomt ddn de faktor VHl-deficientie 
Klinisch zijn deze vormen van hemofilie niet van elkaar te onderscheiden 
Beide zyn gekenmerkt door het optreden van spontane bloedingen, vaak in 
de gewrichten en door ernstige bloedingen en recidiefbloedingen na verwon-
dingen en operaties De ernst van de aandoening correleert meestal goed met 
de hoeveelheid stolhngsfaktor, die de patient spontaan heeft Bij een patient 
met een ernstige vorm van hemofilie vindt men in het plasma een stolhngs-
faktor (VIII of IX)-concentratie van < 1%, bij een matig ernstige hemofilie ± 
5% en bij de lichte vorm van hemofilie, die nauwelijks spontane bloedingen 
heeft, ± 10% 
Een vaak voorkomende gekombineerde stollingsfaktordeficientie is het 
verworven tekort aan de stollingsfaktoren II, VII, IX en X Deze stollings-
faktoren worden in de lever gevormd, waarbij vitamine К nodig is Bij een 
levermsufficientie of een vitamine K-deficientie maar vooral na toediening 
van coumannen is de aanmaak verminderd De vier vitamine K-afhankehjke 
stollingsfaktoren gelijken fysisch zo op elkaar, dat zij bij verschillende schei­
dingsprocedures in vitro in dezelfde fraktie terecht komen, zodat een con­
centraat van faktor IX meestal ook de drie andere stollingsfaktoren bevat 
Indien bij een patient een tekort aan stollingsfaktoren moet worden opge­
heven, kan dit tijdelijk geschieden door intraveneuze toediening van bloed, 
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plasma ol plasmafrakties. waarin zich de betreffende faktor of faktoren be­
vinden Bij een ernstig tekort zal het echter niet mogelijk zijn om voldoende 
bloed of plasma aan de patient toe te dienen zonder een overvulhng van het 
vaatstelsel te veroorzaken Hierdoor is het gebruik van stollmgsfaktorcon-
centraten vaak noodzakelijk 
Indien men een stollmgsfaktorconcentraat wil bereiden, is de zuivering 
van de betrei lende stollingslaktor(en) ten opzichte van de andere eiwitten 
het belangrijkste probleem Fen concentrering (ten opzichte van het volume) 
is daarna relatiel gemakkelijk Voor het zuiveren van bepaalde stolhngs-
faktoren uit het plasma, moet men gebruik maken van die eigenschappen van 
de stollingsfaktorcn waarin deze van de andere plasma-eiwitten verschillen 
Fen van de meest speciiieke eigenschappen van de stollingsfaktoren II, VII, 
IX en X is hun vermogen om onder bepaalde omstandigheden aan bepaalde 
stoffen te adsorbeien Zo adsorberen deze stollingsfaktoren aan СазСРО^г 
en aan BaSC^, indien zich in het milieu geen citraat bevindt terwijl adsorp­
tie aan ЛІ(ОН)з, DFAF cellulose en DEAE Sephadex A-50 niet door de 
aanwezigheid van citraat verhinderd wordt Men kan daarna de geadsor­
beerde stollingsfaktoren weer elueren door het milieu te veranderen Ook 
kan men de stollingsfaktoren uit een eiwitoplossmg vrij selektief doen neer­
slaan onder invloed van o m de pH, de lonenconcentratie, de temperatuur en 
organische oplosmiddelen Indien de stollingsfaktoren daarna in een eiwit-
loze vloeistof worden opgelost, heeft men een gezuiverd preparaat verkregen. 
Tenslotte kan men kombmaties van methoden gebruiken Hoe verder men 
een eiwit, ι с een stollmgsfaktor zuivert, hoe geringer de opbrengst wordt 
Men zal dus in de praktijk een methode moeten gebruiken, waarbij de 
zuivering voor klinisch gebruik voldoende en de opbrengst niet te gering is 
De stollingsfaktorconcentraten zijn schaars, de behoefte is veel groter dan de 
produktie Dit betekent dat zoveel mogelijk donorbloed gebruikt moet wor­
den voor de bereiding van deze concentraten Dit is de reden, dat in 1967, na 
de oprichting van de blocdtransfusiedienst van het St Radboudziekenhuis, 
door ons begonnen werd met de bereiding van geconcentreerd faktor VIII 
(cryoprecipitaat volgens Pool) en geconcentreerd faktor II, VII, X en IX 
(PPSB volgens Soulier). De door Soulier gebruikte afkorting PPSB is afkom­
stig van de erin aanwezige stollingsfaktoren Prothrombine, Proconvertine, 
Stuart-Prower faktor en antihemofihe faktor В 
Van het laatstgenoemde concentraat worden in dit proefschrift de berei­
ding en de klinische toepassing bij patiënten beschreven Bij de bereiding 
werd niet gestreefd naar een verbetering van de methode van Soulier, doch 
uitsluitend naar een verbetering van de praktische toepassingsmogelijkheden 
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ook voor kleinere transfusiediensten. 
De patiënten die voor behandeling met PPSB in aanmerking komen zijn in 
volgorde van frekwentie van voorkomen: 
1) patiënten met hemofilie-B (faktor IX deficiëntie) in geval van bloedingen 
of operaties; 
2) patiënten die behandeld worden met coumarinederivaten, waarbij wegens 
een ernstige bloeding of een operatie het niveau van de stollingsfaktoren 
onmiddellijk op een hoger peil gebracht moet worden. Daarnaast moet 
men in het algemeen tevens vitamine К geven. Indien het mogelijk is het 
effekt afte wachten van uitsluitend vitamine K-toediening, dient bij voor­
keur geen PPSB gçgeven te worden, omdat PPSB kostbaarder en vitamine 
К ongevaarlijker is; 
3) patiënten met een ernstige leverinsufficientie in geval van bloedingen of 
operaties. Ook hier is het in het algemeen gewenst tevens vitamine К te 
geven, doch het effekt daarvan zal geringer zijn dan bij de onder 2) 
genoemde patiënten; 
4) patiënten met een aangeboren deficiëntie aan een der andere stollings-
faktoren, die in PPSB geconcentreerd zijn met name aan protrombine, 





VOOR KUNISCH BRUIKBARE CONCENTRATEN VAN FAKTOR IX 
EN HET PROTROMBINECOMPLEX 
Boston Reeds in 1951 wordt door Surgenor (Surgenor e.a. 1951, 
1951 Surgenor 1952) gewezen op de ekonomische noodzaak en 
de mogelijkheid verschillende plasma-eiwitten, waaronder 
het protrombinecomplex van elkaar te scheiden en afzon-
derlijk aan patiënten toe te dienen. Voor de zuivering van 
het protrombinecomplex maakten zij gebruik van de eigen-
schap van het protrombinecomplex aan BaS04 te adsor-
beren. Zij elueerden vervolgens de stollingsfaktoren en 
konden een verdere zuivering verkrijgen met behulp van 
alkoholfraktionering. Een toediening aan patiënten wordt 
niet vermeld. 
San Francisco Spoedig na het ontdekken van de hemofilie-B (Aggeler e.a. 
Berkeley 1952, Biggs e.a. 1952, Soulier e.a. 1953a, 1953b) wordt de 
1953 eerste poging beschreven om een klinisch bruikbaar faktor 
IX concentraat te bereiden en aan patiënten toe te dienen 
(White e.a. 1953a, 1953b). Aanvankelijk wordt Cohn 
fraktie IV van menselijk plasma gebruikt. Later wordt de 
zuivering verbeterd door er een BaS04-adsorptie-stap op te 
laten volgen (Aggeler e.a. 1954). 
Enkele jaren later beschrijven Aggeler e.a. (1958) een 
methode die uitgaat van EDTA-plasma en gebruik maakt 
van achtereenvolgens BaS04-adsorptie en alkoholprecipi-
tatie en vergelijken deze met een methode die uitgaat van 
ACD-plasma en gebruik maakt van А1(ОН)з-adsorptie en 
alkoholprecipitatie. De opbrengst van deze laatste methode 
leek minder goed dan van de eerste. 
Een d.m.v. А1(ОН)э-adsorptie gemaakt concentraat wordt 
aan twee patiënten met faktor VII-deficientie toegediend 
(Hoage.a. 1958, 1960). 
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München Vermeldenswaard is nog het preparaat ACC 76, waarvan 
Marburg aanvankelijk wordt gemeld dat het een concentraat is van 
Giessen faktor VI en VII (Marx e.a. 1953, Koch e.a. 1955), later dat 







Door Conte Marotta e.a. (1955) wordt eveneens de 
methode toegepast waarby eerst de stollingsfaktoren aan 
BaS04 worden geadsorbeerd, daarna geelueerd en vervol-
gens door middel van Cohn fractionermg verder worden 
gezuiverd. 
Birk (1958, 1959) behandelt patiënten met hemofihe-B met 
een preparaat dat hij maakt door faktor IX niet uit plasma 
maar uit serum te adsorberen aan BaS04. Daarna elueert hij 
met natnumcitraat, voegt aan het eluaat CaCl2 toe en ver-
wijdert naar hij zegt het onoplosbare (! ) Ca-citraat door 
centrifugeren. 
In 1959 verschijnen de eerste publikaties van de groep van 
Souher over een concentraat dat aanvankelijk PPB wordt 
genoemd (Didisheim ea. 1959, Blatnx e.a. 1959a, 1959b, 
Larneu e.a 1959, Ménaché e.a. 1959, Caen e.a. 1959). Zij 
gaan uit van EDTA-plasma of d.m.v. lonenwisselaars gede-
calcificeerd plasma. De stollingsfaktoren worden geadsor-
beerd aan tricalciumfosfaat en na elutie wordt door gefrak-
tioneerde alkoholprecipitatie een verdere zuivering en con-
centrenng bereikt 
Boston Een preparaat bereid door adsorptie aan BaS04 en alkohol-
1959 fraktionermg wordt omstreeks dezelfde tijd gebruikt door 
Surgenor e.a. (1959, McMillan e.a. 1960, 1962) Aangezien 
in deze preparaten soms aanzienlijke hoeveelheden trom-
bine voorkomen, wordt steeds onmiddellijk vóór toediening 
een kontroletest op trombine-aktiviteit aan het bed van de 
patient verricht. Bij enkele patiënten worden na toediening 
van het preparaat een verkorte stolsellysistijd en een daling 
van het fibnnogeen en faktor V gehalte gevonden. Deze 
afwijkingen kunnen wijzen op een intravasale stolling, ont-
staan doordat mogelijk trombine in het toegediende pre-
paraat aanwezig is. 
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Len goed bruikbaar en ekonomisch te bereiden preparaat 
wordt geïntroduceerd door Biggs e a (1961, 1963, Bidwell 
e a 1966) Zij gaan uit van de zg G2-fraktie volgens 
Kekwick en Mackay (1954) Dit is een bijprodukt dat ont-
staat bij de fraktionenng van vers citraatplasma d m v 
ether Faktor IX wordt hieruit gewonnen door adsorptie 
aan tncalciumfosfaat en clutie door natnumcitraat, waarna 
héparine aan het eluaat wordt toegevoegd Teneinde de 
citraatconcenlratie in het eluaat te verminderen wordt dit 
vervolgens gedialyseerd Het preparaat wordt daarna met 
ether behandeld teneinde slecht oplosbare bestanddelen 
(hpoproteinen) te verwijderen De resultaten bij toediening 
aan patiënten zijn goed 
Bidwell e a ( 1967) geven een enigszins gewijzigde methode 
die ook kan uitgaan van een bijprodukt dat ontstaat bij de 
fraktionenng van plasma door middel van alkohol volgens 
Kistler en Nitschmann (1962), het precipitaat В 
Aangezien bij gebruik maken vdn adsorptie aan BaS04 door 
aktivering van faktor II vaak trombine in het eindprodukt 
ontstond, wordt door de onderzoekers uit Boston (Melin 
e a 1964. 1965, Tullís e a 1964, 1965, 1968) een andere 
methode ontwikkeld Zij gaan uit van d m v een lonen-
wisseladr gedei-dlcificeerd pldsma De stollingsidktoren van 
het protrombinetomplex worden met kolomchromatografie 
over DEAh-cellulose vanuit het pldsiru gescheiden en ver-
volgens uit de kolom geelueerd Hierna wordt de chromato-
grafie met het eluaat nog eenmaal herhaald Bij toediening 
aan patiënten blijkt dit preparaat inderdaad veiliger te zijn 
San Irancisco Iloag e a ( 1969) beschrijven de bereiding en toepassing van 
Berkele\ een preparaat, in de handel gebracht door Cutter Labora-
/969 tones onder de naam Konijne Bij de produktie gaat men uit 
van de citraatplasmatraktie die overblijft na verwijdering van 
Colin fraktie I De stolhngsfaktoren worden geadsorbeerd aan 
DLAE-Sephadex A-50 en gefraktioneerd geelueerd De eerste 
charges veroorzaakten temperatuurstijgingen tot 38,80C bij 
de patiënten Overigens werd het preparaat goed verdragen 
Ook George e a (1970) gebruiken dit preparaat bij operaties 






Los Angeles Door Gilchrist (1969) worden gegevens vermeld over een 
1969 preparaat, in de handel gebracht door Hyland Division, 
Travenol Laboratories Inc. By de bereiding gaat men uit van 
Cohn fraktie III van citraatplasma. Voor adsorptie der stol-
lingsfaktoren wordt tricalciumfosfaat gebruikt. Na elutie 
wordt een verdere zuivering bereikt door een gefraktio-
neerde alkoholprecipitatie. Aan het eindprodukt wordt 
héparine toegevoegd. De toediening aan patiënten heeft een 
goed effekt. 
By een vergelijkende studie van diverse preparaten vermelden 
Tullis e.a. (1970), dat het door Hoag e.a. (1969) gebruikte 
preparaat effektiever is dan dat van Gilchrist e.a. ( 1969). 
Leiden Intussen wordt door Bruning een methode ontwikkeld, 
]969 waarbij de stollingsfaktoren van het protrombinecomplex 
rechtstreeks vanuit ACD-plasma eventueel na winnen van 
het cryoprecipitaat worden geadsorbeerd aan А1(ОН)з. Na 
elutie met een fosfaatoplossing wordt de fosfaatconcen­
tratie verlaagd door dialyse. Het preparaat wordt 'Pro-
thrombal* genoemd. (Bruning 1969a, 1969b, 1970, Bruning 
e.a. 1969, 1970). 
Het preparaat is effektief en wordt goed verdragen. 
Amsterdam Eveneens rechtstreeks vanuit ACD-plasma, na winnen van 
1969 het cryoprecipitaat en nadat het 1 op 1 verdund is met aqua 
dest., worden door Deggeler (1969) en Vreeken (1969) de 
stollingsfaktoren geadsorbeerd aan DEAE-cellulose. Ver­
volgens wordt geëlueerd met een fosfaatoplossing en gedia-
lyseerd. Met dit preparaat, dat vier stollingsfaktoren con-
centraat wordt genoemd, is ook door ons een uitgebreide 
klinische ervaring opgedaan met zeer goede resultaten. 
Wenen Door de firma Immuno wordt een concentraat van het pro-
7970 trombinecomplex en faktor IX in de handel gebracht nl. 
'Bebulin' (Stych e.a. 1970, Mannucci e.a. 1970). Het wordt 





PPSB volgens Soulier wordt gemaakt door ons (Haanen e.a. 
1969) en door Schiff (1969). 
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Tabel I geeft een samenvatting van de bereidingsmethoden die thans in ge­
bruik zyn. 
TABEL I 
Bereidingsmethoden voor faktor IX-rgke concentraten welke thans in gebruik zijn 
Centrum 
Parijs (Soutier) 
Nijmegen (dit proefschrift) 
Melbourne (Schiff) 
Oxford (Biggs, Bidwell) 
Boston (Melin) 
San Francisco (Hoag) 
Cutter Laboratories, 
Berkeley, Cal. U.S.A. 
Immuno A.G., Wenen, 
Oostenrijk 
Los Angeles (Gilchrist) 
Hyland Division, Travenol 
Laboratories Inc., Los 
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ring van Cohn fraktie I 
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BEREIDING VAN PPSB VOLGENS SOULIER 
A. DE BEREIDING VAN PPSB VOLGENS DE METHODE VAN SOULIER 
De manier waarop door Soulier het PPSB thans wordt bereid, is geleidelijk 
geëvolueerd (tabel II). In grote lijnen verloopt het produktieschema als volgt: 
1. plasma-winning 
2. adsorptie der stollingsfaktoren aan tricalciumfosfaat 
3. elutie der stollingsfaktoren in een klein volume Nas-citraat 0,18 M 




Aanvankelijk werd het donorbloed door Soulier afgenomen via ionen-
wisselaars, later in een EDTA-oplossing. Citraat bevattende anticoagulantia 
zijn niet bruikbaar, aangezien zij de adsorptie der stollingsfaktoren aan 
Саз(Р04)2 verhinderen. Een argumentatie voor het feit, dat aanvankelijk 
(Didisheim e.a. 1959) het via ionenwisselaars afgenomen bloed toch in een 
kleine hoeveelheid citraat werd opgevangen, wordt niet gegeven. 
2) Adsorptie 
Als adsorbens werd uit verschillende fabrikaten Саз(Ю4)2 en BaS04 het 
Саз(Р04)2 van Baker gekozen, omdat dit het hoogste adsorberend vermogen 
had (Didisheim e.a. 1959). Toen later bleek dat sommige charges van dit 
materiaal soms een trombine-aktiviteit in het PPSB veroorzaakten, werd 
overgegaan op calciumfosfaat van Amend Drug and Chemical Company Inc. 
New York (tribasic calcium phosphate, N.F. 10th edition) in een hoeveelheid 
van aanvankelijk 5 g/liter (Soulier e.a. 1968), later 8 g/liter (Soulier e.a. 
1969). Het is noodzakelijk om iedere nieuwe batch calciumfosfaat te testen 
op het eventueel veroorzaken van trombine-aktiviteit in het PPSB. Het na 
adsorptie overblijvende plasma kan worden gebruikt voor de produktie van 
albumine en γ-globuline (Soulier e.a. 1963, 1964). 
Na het adsorberen kan, voorafgaande aan het elueren, het calciumfosfaat 
gewassen worden met fysiologische zoutoplossing. Hierdoor wordt een 
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grotere zuivering (op eiwitbasis) bereikt, die echter voor klinisch gebruik niet 
van belang is. Het nadeel van dit wassen is, dat dan later aan het PPSB extra 
serum moet worden toegevoegd, omdat er anders te weinig heparine-cofaktor 
in aanwezig is (Soulier e.a. 1963, 1964). 
3) Elutie 
Bij de elutie met Nas-citraat (0,18 M) wordt de grootste opbrengst bereikt, 
indien deze in twee fasen geschiedt. Door het eluaat extra te centrifugeren 
worden de fijnste calciumfosfaatpartikels zoveel mogelijk verwijderd (Soulier 
e.a. 1969). 
4) A Ikoholfraktionering 
De alkoholprecipitatie geschiedde aanvankelijk uitsluitend bij een pH van 5,1, 
een alkoholpercentage van 25 en een temperatuur van -50C. (Didisheim 
e.a. 1959). Een betere zuivering wordt bereikt (Blatrix e.a. 1959a) door deze 
precipitatie te laten voorafgaan door een precipitatie bij een pH van 6,8 , een 
alkoholpercentage van 18 en een temperatuur van 0CC, waarbij o.a. fibrino-
geen en slecht oplosbare lipoproteinen verwijderd worden. Later werd deze 
eerste precipitatie gedaan bij een pH van 6,8 , een alkoholpercentage van 16 
en een temperatuur van —50C. De temperatuur bij de tweede alkoholpre-
cipitatie wordt verlaagd tot -TC (Soulier e.a. 1963, 1964). In geen van de 
publikaties wordt vermeld of men de percentages alkohol uitdrukt als ge-
wichtsprocent of volumeprocent. Waarschijnlijk worden naar analogie van de 
Cohn fractionering volumeprocenten bedoeld. 
JJ Stabilisatie 
Aan het stabiliseren van het eindprodukt, d.w.z. het voorkómen van trom-
binevorming in het concentraat, is een uitgebreid onderzoek gewijd (Blatrix 
e.a. 1959b). Glycine, dat als stabilisator voor vele plasmafrakties en eiwitten 
wordt gebruikt, blijkt de trombinevorming niet te voorkomen. Een groot 
aantal stoffen werd onderzocht, zoals menselijk serum, héparine, dextran-
sulfaat, sulfosalicylzuur, trypaanblauw, galzouten, cysteine, ascorbinezuur, 
glutathion, levomepromazine, chlorpromazine, aminozuren, eiwitten, kool-
hydraten en glycerol. Het héparine blükt de enige bruikbare stof te zijn. 
Indien vóór de elutie het calciumfosfaat met de daaraan geadsorbeerde stol-
lingsfaktoren met fysiologisch zout gewassen is, moet aan het eluaat behalve 
héparine ook serum worden toegevoegd, daar anders héparine geen effekt 
heeft door het ontbreken van heparine-cofaktor in het PPSB (zie boven). 
6) Sterilisatie 
Voor de sterilisatie werd aanvankelijk filtratie door porceleinfilters gebruikt. 
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Hierbij trad duidelijk verlies op van stollingsfaktoren door adsorptie aan het 
filter. Later wordt daarom cellulose-ester-membraanfiltratie (Millipore) toe­
gepast. Als kleinste poriegrootte gebruikt Soulier 0,45 μιη (Soulier e.a. 
1969). Hoewel theoretisch de mogelijkheid bestaat, dat sommige bacteriën 
dit type filter kunnen passeren, blijkt dit in de praktijk geen problemen te 
geven. Het grote nadeel van een filter met kleinere poriegrootte zoals 0,22 
μιτι, dat wel alle bacteriën tegenhoudt, is dat het sneller verstopt raakt. De 
kapaciteit bij filtreren van eiwithoudende oplossingen door dit type filter is 
te beperkt om praktisch bruikbaar te zijn. 
Tenslotte wordt het PPSB in flacons gebracht en gelyofiliseerd. 
C.S.B. 
Tijdelijk is door Soulier ook een concentraat zonder protrombine gemaakt 
door niet plasma maar serum als uitgangsmateriaal te gebruiken. Dit pre-
paraat werd C.S.B, genoemd (Convertine, Stuart-Prower faktor, antihemo-
filie-B faktor) (Soulier 1961, 1962, Soulier e.a. 1962a, Ménaché e.a. 1962, 
1963). Bij toediening van dit preparaat aan patiënten met een geïsoleerde 
deficiëntie van één dezer faktoren voorkomt men het ontstaan van hoge 
plasma-protrombinegehalten. Dit leverde namelijk problemen op met 
sommige stollingstesten. Een ander voordeel van het ontbreken van protrom-
bine is gelegen in het feit, dat geen héparine aan het eindprodukt behoeft te 
worden toegevoegd. 
Bij de bereiding gaat men uit van serum van bloed dat gedurende 48 uur 
gestold is. Teneinde het in het serum overgebleven protrombine te ver-
wijderen wordt hieraan 1/10 volume toegevoegd van vers plasma, waaraan 
Cá* is onttrokken d.m.v. ionenwisselaars en waaruit protrombine is ver-
wijderd d.m.v. adsorptie aan tricalciumfosfaat. Dit toegevoegde plasma ver-
oorzaakt een opnieuw op gang komen van de stolling, waardoor in het serum 
aanwezig rest-protrombine geheel wordt omgezet in trombine en vervolgens 
geinaktiveerd tot metatrombine. Het na verwijderen van het ontstane stolsel 
overgebleven serum wordt gedecalcificeerd d.m.v. ionenwisselaars en vervol-
gens op nagenoeg dezelfde wijze verwerkt als het plasma bij de bereiding van 
PPSB. 
De produktie van het C.S.B, werd spoedig gestaakt, aangezien 1) de be-
werking zeer langdurig is, 2) het preparaat vaak pyrogenen bevat, waar-
schijnlijk tengevolge van bacteriegroei, 3) de (geaktiveerde vorm van) faktor 
IX erin minder stabiel is, 4) het preparaat niet te gebruiken is bij leveraan-
doeningen en overdosering met coumarinederivaten (Soulier e.a. 1963, 1964, 
1969). 
Zowel met de bereiding als met het gebruik van PPSB is een ruime 
23 
ervaring opgedaan door de Parijse onderzoekers (Blatrix e.a. 1959a, 1959b, 
Caen e.a. 1959, Didisheim e.a. 1959, Larrieu e.a. 1959, Ménaché e.a. 1959, 
1966, Soulier 1961, 1962, 1965, 1966, Soulier e.a. 1962b, 1963, 1964, 
1968, 1969, Josso e.a. 1962, 1970, Josso 1965). Ook door enkele anderen 
zijn gegevens gepubliceerd over de toepassing van het Parijse PPSB (Loeliger 
e.a. 1961, 1965, 1967, 1968, Ahlberg 1965). Het Parijse PPSB heeft in de 
loop der jaren bewezen een betrouwbaar en veilig preparaat te zijn. 
B. DE PRODUKTIE VAN PPSB IN NIJMEGEN 
Hierbij wordt in essentie niet afgeweken van het schema van Soulier. De 
aangebrachte modifikaties zijn de volgende: 
a) Opvangen van het donorbloed niet in EDTA-oplossing maar in een oplos-
sing waarin zich behalve EDTA ook glucose, magnesiumionen en adenine 
bevinden, teneinde de erytrocyten te kunnen gebruiken voor transfusie-
doeleinden (zie hoofdstuk VI). 
b) Invriezen van het plasiïia meteen na het scheiden van de erytrocyten, 
zodat het verzamelen van plasma over meer dagen gespreid kan worden. 
Aangezien zodoende het aanbod van afgedraaide erytrocyten eveneens 
wordt gespreid, wordt het beter mogelijk de erytrocyten te benutten voor 
patiënten. 
c) Invriezen van het eluaat, zodat dit langer bewaard kan worden. Men kan 
daardoor bijvoorbeeld driemaal een eluaat maken en deze eluaten 
tezamen verder verwerken in de alkoholfraktionering. Het eerste deel van 
het produktieproces verwerkt de grootste volumina en het tweede is meer 
arbeidsintensief. Door deze modifikatie kunnen de te verwerken volumina 
aangepast worden aan de omstandigheden van het laboratorium. 
d) Het gebruik van een gekoelde bloedbank-centrifuge voor flessen van 'Λ 
liter in plaats van een continu-centrifuge. 
Door deze vier modifikaties is het mogelijk dat ook kleinere centra PPSB 
produceren. 
Beschrijving van de bereidingsmethode in detail (zie tabel II) 
1) Plasmawinning 
Van de donor wordt onder voortdurend goed mengen ± 440 ml bloed afge­
nomen in: 
60 ml Edglugate-Mg-adenine (zie hoofdstuk VI): 
Na2H2EDTA.2H20 0,410 g 
Na-gluconaat (anh.) 0,364 g 
Glucose (anh.) 1,500 g 
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MgCl2.6H20 0,0305 g 
Adenine 0,034 g 
H2Oad 60 m] 
Deze bloedconserveringsvloeistof werd vanaf charge 56 gebruikt. Bij de be-
reiding van de charges 15 t/m 54 werd Edglugate-Mg zonder adenine (zie 
tabel XXVI) gebruikt (Haanen e.a. 1969). Binnen enkele uren (max. 16 uur: 
Soulier e.a. 1969) wordt het bloed gecentrifugeerd. Het plasma wordt steriel 
afgezogen en ingevroren (-70°C). Vervolgens wordt de 'buffy coat' afge-
zogen, waama de erytrocyten voor transfusie kunnen worden gebruikt. 
Indien ± 4-5 liter plasma is verzameld, wordt het na ontdooien bijeengevoegd 
en op kamertemperatuur gebracht. 
2) Adsorptie 
Aan het plasma wordt calciumfosfaat, 8 g/liter, toegevoegd (tribasic calcium 
phosphate, N.F. 10th edition, precipitated, Amend Drug and Chemical Co. 
Inc. New York, N.Y.). Er wordt 20 min. bij kamertemperatuur geroerd met 
een magnetische roerder. Daarna wordt het plasma in flessen van 500 ml 
gecentrifugeerd gedurende 20 min. bij 1500 g bij kamertemperatuur (Centri-
fuge Christ IV KS). Het bovenstaande plasma wordt verwijderd (en kan 
worden gebruikt voor de bereiding van 7-globuline en albumine). 
3) Elutie 
Het sediment wordt in één fles verzameld en opgenomen in een oplossing van 
Na3-citraat.2H20 0,18 M (= 53 g/l) in een hoeveelheid van 1/20 van het 
oorspronkelijk plasmavolume. Met een magnetische roerder wordt 30 min. 
geroerd bij kamertemperatuur zodanig, dat alle calciumfosfaat goed gesus-
pendeerd is. 
Het mengsel wordt gecentrifugeerd (30 min. 1500 g kamertemperatuur). De 
bovenstaande vloeistof (eerste eluaat) wordt bewaard en het sediment wordt 
opgenomen in 1/40 van het oorspronkelijk plasmavolume Nas-citraat 0,18 
M. Er wordt wederom 30 min. geroerd bij kamertemperatuur en 30 min. 
gecentrifugeerd (1500 g, kamertemperatuur). De bovenstaande vloeistof 
(tweede eluaat) wordt gevoegd bij het eerste eluaat; het sediment wordt 
weggeworpen. 
Het totale eluaat wordt nog tweemaal gecentrifugeerd (telkens 30 min., 1500 
g, + 40C) teneinde de fijne calciumfosfaatpartikels zoveel mogelijk te ver-
wijderen. Daarna wordt het eluaat ingevroren (—70oC). Het volume van dit 
eluaat, afkomstig uit ± 10 liter bloed, dan wel ± 4 liter plasma bedraagt 




Didisheim e a (1959) 
Blatnx ea. (1959a) 
400 ml bloed 
afnemen via loncnwisselaar 
(aanvankelijk in Na.vutraal 0,015 M 10 ml) 
Centrifugeren 30' 
2 600 rpm + 50C 




2 600 rpm + 50C 
Sediment wassen lx met physiologisch zout 
Sediment elueren Nd3-citraat 0 18 M pH 8,0 





(of 2x elueren 1/40 oorspr plasmavolume) 
Soulier e a (1963) 
Soulier e a (1964) 




of per kolf centrifugeren 
Max 2 dagen bewaren + 40C 
Adsorberen Ca-fosfaat (Baker) 
5 g/hier 
15' kamertemperatuur 
Sharplesb continu centrifuge 
+ 40C 
Sediment elueren Nd3-citraat 0,18 M 




Sediment elueren Na3-citraat 0,18 M 




Ie eluaat +2e eluaat 
tetracycline 50 mg/l toevoegen 
bewaren bij 0 à 40C 
tot volgende dag 
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Soulier e a (1969) 
Enkele modificaties 
Centrifugeren 
binnen 16 uur 









440 ml bloed 
afnemen in 
Edglugate-Mg + adenine 60 ml 
Centrifugeren 20' 
1 500 g + 4 0 C 
Plasma invriezen 70 0C (tot totaal 
± 4 htcr) 




1500 g kamertemperatuur 
Sediment clueren Na3-citraat 0,18 M 
1/20 oorspronkelijk plasmavolume 
30' kamertemperatuur 
Centrifugeren 30' 
1500 g kamertemperatuur 
-*Ie eluaat 
Sediment elueren Na3-citraat 0,18 M 
1/40 oorspronkelijk plasmavolume 
30' kamertemperatuur 
Centrifugeren 30' 
1500 g kamertemperatuur 
-*-2e eluaat 
2e eluaat -f-1 e eluaat 
centrifugeren 30' 
1500g + 4 o C 
bovenst vloeistof centrifugeren 30' 
1500g + 4 o C 
bovenst vloeistof = totale eluaat 














TABbL II (vervolg) 
Dtdisheim e a fi 959) 
tìlatnxea (J 959a) 
<\qua debt gebjk volume toevoegen 
1 
* 
of pH naar 6,8 
alkohol toevoegen 
tot 18 Ό 
temp 0 o C 
Centrifugeren 60' 
4000 rpm 0ÜC 
bovenst vloeis 
pH naar 5,1 à 5,2 
alkohol toevoegen 
tot 25% 
temp verlagen tot -
Centrifugeren 30' 
4000 rpm - 5 0 C 
Sediment opnemen 
in 
Na3-citraat 0,1 M 
1 deel 
Glycine 0,1 M 
9 delen 










in 1/80 oorspronk 
plasmavolume van 




Serum 3 1/3 deel 






filter naspoelen met 
gelijk volume 
Na3-citraat 0,1 M 
Ideel 
Aqua dest. 9 delen 
lyofiliseren 
PPB 
Soulier e a (1963) 
Soulier e a (1964) 
Aqua dest gelijk volume toevoegen 
pH naar 6,8 0oC 
alkohol 95% toevoegen 
tot 16% 
temp verlagen tot 50C 
Centrifugeren 
bovenst vloeistof 
pH naar 5,2 
alkohol 95% toevoegen 
tot 25% 
temp verlagen tot -70C 
Centrifugeren 
Sediment opnemen in 1/80 oorspronke-
hjk plasmavolume van 
Na3-citraat 0,1 M 1 deel 
NaClO.SX 9 delen 











Soulier e a (1969/ 
bnkele modificaties 
pH naar 6,8 (azijnzuur 2 Ν) 
pH naar 5,2 (a¿ijnzuur 2 Ν) 
temp verlagen tol 8 0 C 





Drie totale eluaten (± 900 ml) 
ontdooien 
Aqua dest 0 o C gelijk volume 
toevoegen 
pH naar 6,8 (azijnzuur 2 N) 
alkohol 98'/ toevoegen 
tot 16% 
temp verlagen tot - 5 0 C 
Centrifugeren 20' 
1500 g 5 0 C 
bovenst vloeistof 
pH naar 5,2 (a/ijnzuur 2 N) 
alkohol 98°! toevoegen 
tot 25% 
temp verlagen tot - 8 0 C 
Ceiilnfugereii 20' 
1500g-8 üC· 
Sediment opnemen in 1/80 oorspronke-
lijk plasmavolume van 
Na3-citraat 0,1 M 1 deel 
NaC10,5% 9 delen 
pH naar 6,8 (NaOH 1 N) 
héparine toevoegen 
0,1 mg per ml PPSB 
Steriliserende filtratie 




invrie/en - 7 0 o C 
ampullen à 10 ml 




















4) Alkoholfraktionering (zie figuur 1) 
Nadat drie eluaten zijn verzameld, worden deze ontdooid, waarbij de tem­
peratuur niet te ver boven 0° mag stijgen. Aan het eluaat wordt een gelijk 
volume aqua dest. (0оС) toegevoegd teneinde de ionenconcentratie te ver­
lagen. 
De pH, die meestal ± 8,5 bedraagt, wordt gebracht naar 6,8 met azijnzuur 2N 
(± 3,5 ml per liter vloeistof). Vervolgens wordt koude alkohol 98% toege­
voegd tot een eindconcentratie van 16% (v/v). De temperatuur wordt tege­
lijkertijd verlaagd tot -5 0 C. De vloeistof bevindt zich hierbij in een geïso-
leerd dubbelwandig glazen vat, dat op de magnetische roerder geplaatst is. De 
dubbele wand wordt doorstroomd met alkohol van -20 à -30CC met behulp 
van een 'kryostaat' met cirkulatiepomp (merk Haake). De temperatuur van 
het alkoholbad wordt zo laag mogelijk afgesteld. Zodra de temperatuur van 
het eluaat laag genoeg is, wordt de alkohol uit de dubbele wand verwijderd. 
De vloeistof wordt dan meteen gecentrifugeerd (20 min., 1500 g, -5°C; 
Christ IV KS centrifuge) en het sediment wordt weggeworpen. 
Van de bovenstaande vloeistof (pH meestal ± 7,2) wordt vervolgens de pH 
gebracht op 5,2 (azijnzuur 2N, ± 45 ml per liter vloeistof). Er wordt opnieuw 
koude alkohol 98% toegevoegd, thans tot een eindconcentratie van 25% 
(v/v), terwijl de temperatuur verlaagd wordt tot -8CC. Daarna wordt de 
vloeistof gecentrifugeerd (20 min., 1500 g, —80C) en de bovenstaande vloei-
stof wordt weggeworpen. 
By een aantal charges (no's 22 t/m 57) werd in plaats van een alkoholconcen-
tratie van 16% resp. 25% een concentratie van 20% resp. 32% gebruikt. Op 
het eindresultaat had dit geen invloed (zie blz.47). 
5) Stabilisatie 
Het sediment, verkregen bij de tweede alkoholprecipitatie, wordt opgenomen 
in 1/80 van het oorspronkelijke plasmavolume van: 
Na3-citraat 2H20 0,1 M (= 29,4 g/l) 1 deel 
NaCl 0,085 M (= 5,0 g/l) 9 delen. 
De pH, die meestal ±5,2 bedraagt, wordt gebracht op 6,8 met NaOH 1 N (± 
3,5 ml per 100 ml vloeistof). De vloeistof, die oorspronkelijk zeer troebel is, 
wordt dan geleidelijk helderder. Nadat een monster voor de bepaling der 
stollingsfaktoren is genomen, wordt héparine toegevoegd tot een concentra-
tie van 0,1 mg per ml. 
6) Sterilisatie 
Tijdens het gehele produktieproces wordt gewerkt met schoon en zoveel 
mogelijk bacterie-arm glaswerk, teneinde de vorming van pyrogenen te voor-
30 
Fig.l. Opstelling van de apparatuur bij de alkoholfraktionering f2e fase van de PPSB-
bereiding). pH-meter; geïsoleerd dubbelwandig glazen vat met thermometer geplaatst op 
magnetische roerder; kryostaat met circulatiepomp. 
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komen. Het is echter met mogelijk zodanig te werken, dat het eindprodukt 
steriel is. Daarom moet het PPSB alsnog gesteriliseerd worden, Dit geschiedt 
d.m.v. filtratie door een membraan met een ponegrootte van 0,45 jum (zie 
ook blz 22 punt 6). Teneinde de kapaciteit van het filter te vergroten 
worden vóórfilters met grotere ponegrootte gebruikt. 
De volgende filters worden gebruikt 
Millipore voorfilter (glas) 
Millipore 1,2 μιη 
Millipore 0,8 jum 
Millipore 0,45 jum 
Het PPSB wordt gebracht in steriele flacons van 10 ml en ingevroren bij 
-70 oC. 
С RESULTATEN 
Bij de bereiding van iedere charge werden de volgende bepalingen verricht 
a) De concentratie van faktor IX, II, VII/X, X en van eiwit in het uitgangs­
plasma. 
b) De concentratie van faktor IX in het plasma na adsorptie. 
c) De concentratie van faktor IX en (vanaf charge 41) van eiwit in het 
eluaat Het monster werd genomen vóór het invriezen van het eluaat. 
d) De concentratie van faktor IX, II, VII/X, X en van eiwit in PPSB (vóór 
toevoeging van héparine) 
Bovendien werden in het PPSB van twee charges faktor I, V, VIII en XI 
bepaald en van één charge bovendien faktor XII en het plasminogcengehalte 
(vóór toevoeging van héparine). 
Van iedere charge werden alle monsters ingevroren (—70oC) en op een 
later tijdstip tegelijk bepaald. De stollingsfaktorconcentratie in de alkohol-
bevattende vloeistoffen tijdens de alkoholfraktionermg is om stollmgs-
techmsche redenen niet te bepalen. 
1 METINGEN 
De stollmgsfaktoren werden bepaald zoals aangegeven door Haanen (1964)· 
faktor I volgens Clauss-Vermijlen, faktor II volgens Koller, faktor V volgens 
Stormorken, faktor VII/X volgens Owren en Aas, faktor VIII en IX volgens 
Langdell-Margohs, faktor X volgens Bachmann, faktor XI volgens Horowitz, 
faktor XII volgens Haanen en Schoenmakers. Plasminogeen werd bepaald 
volgens Chnstensen (1944). Voor de bepaling van de faktoren IX, II, VII/X 
en X werd het eluaat 1 op 10 en het PPSB 1 op 50 voorverdund in citraat-
zout (1 deel Naa-citraat 2H20 3,82 en 5 delen NaCl 0,9'/) 
Alle $iollingsfaktorconcentraties worden uitgedrukt in '/ van normaal vers 
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citraatpldsma Onder citraatplasma wordt verstaan plasma afkomstig van 
bloed dat in een verhouding van 9 op 1 gemengd is met Naa-citraat 2H20 
3,87c 
Het eiwitgehalte werd bepaald volgens Lowry e a (1951) 
De gevonden waarden in het plasma, eluaat en PPSB zijn vermeld in tabel 
III tot en met VI voor respektievelijk faktor IX, II, VII/X en X Indien in het 
uitgangsplasma, gebruikt bij de bereiding van PPSB, een concentratie voor 
faktor IX, II, VII/X of X werd gevonden lager dan 65%, dan werd deze 
waarde als onbetrouwbaar beschouwd en werd van deze charge geen op-
brengst en zuivering berekend De faktor IX-concentraties in het plasma na 
adsorptie bedroegen steeds < 5% en meestal < 2% Zij zijn niet in de tabellen 
vermeld 
In tabel VII zijn de concentraties van de andere stolhngsfaktoren vermeld, 
die in twee PPSB-charges bepaald werden Deze stolhngsfaktoren komen 
slechts in zeer lage concentratie in het PPSB voor 
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TABEL III 


















































































































































































































































































































































































































































































Mediaan alle charges 
Kruskal Wallis M 
Kruskal Walüs A.B 







































































































































































































3 ^ ( 2 , 4 ) 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Mediaan alle charges 
Kruskal Wallis 1-4 
Kruskal Wallis A,B 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Mediaan alle charges 
Kruskal Wallis 1-4 
Kiuskal Wallis A,B 
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Mediaan alle charges 
Kruskal Wallis 1-4 
Kruskal Wallis A,B 

















































































































































































































































































2 BEREKENING VAN OPBRENGST EN ZUIVERING 
Met de in de tabellen vermelde gegevens werden de volgende grootheden 
berekend (Drs J A M van Druten, Statistische afdeling, hootd Drs Ph. van 
Eiteren, Universitair Rekencentrum) 
a De opbrengst in vitro 
Hieronder wordt verstaan het percentage van de hoeveelheid stollings-
faktor aanwezig in het uitgangsmateriaal, dat wordt teruggevonden in het 
eindprodukt. Voor het berekenen van de opbrengst van een stollingsfaktor in 
het PPSB ten opzichte van het uitgangsplasma luidt de formule aldus 
к •л/ч V-PPSB χ f-PPSB . . . 
opbrengst C/i) = r—; — χ 100 
V-plasma χ f-plasma 
V = volume (ml) 
f = stollingsfaktorconcentratie (%) 
Naast de opbrengst in vitro kan men de opbrengst in vwo berekenen 
Hieronder wordt verstaan de hoeveelheid stollingsfaktor, die men na injectie 
bij een patient terugvindt. In hoofdstuk IV zal hierop nader worden inge­
gaan. 
b De zuivering 
Hieronder wordt verstaan de verhouding van het gehalte aan stollingsfak-
toren t o.v. het totaal eiwitgehalte in het eindprodukt, vergeleken met dezelf­
de verhouding in het uitgangsmateriaal. Voor het berekenen van de zuivering 
van een stollingsfaktor in het PPSB ten opzichte van het uitgangsplasma luidt 
de formule aldus 
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. . f-PPSB E-plasma 
zuivering = χ — E-PPSB f-plasma 
f = stollingsfaktorconcentratie (%) 
E = eiwitconcentratie (g/l) 
Van iedere charge werden, voor zover voldoende gegevens bekend waren, 
van alle stollingsfaktoren de opbrengst en zuivering berekend in het PPSB ten 
opzichte van het uitgangsplasma. Bovendien werd van een aantal charges de 
opbrengst en zuivering van faktor IX berekend in het eluaat ten opzichte van 
het uitgangsplasma en in het PPSB ten opzichte van het eluaat. 
De uitkomsten zijn in de tabellen III t/m VI vermeld. 
3. STATISTISCHE METHODEN 
(Drs. J.A.M, van Druten, Statistische afdeling, hoofd: Drs. Ph. van Eiteren, 
Universitair Rekencentrum) 
Er werd getracht een antwoord te geven op de volgende vragen. 
In de eerste plaats werd nagegaan of er aanwijzingen waren, of de verschil­
len in bereidingsmethode van het PPSB zoals aangegeven onder 4 (blz.46) 
een invloed hadden op het resultaat ervan. De parameters, waar het bij de 
beoordeling van het resultaat om gaat, zijn allereerst de opbrengst en voorts 
de concentratie en de zuivering van de stollingsfaktoren (zie 4). 
In de tweede plaats werden de resultaten wat betreft opbrengst, zuivering 
en concentrering van de stollingsfaktoren in het PPSB onderling met elkaar 
vergeleken (zie 5). 
De volgende terminologie wordt gebruikt. Een uitkomst van een toet­
singsgrootheid wordt als signifikant beschouwd, als de overschrijdingskans Ρ 
van deze uitkomst kleiner is dan 5%. De gevonden overschrijdingskansen 
worden geïnterpreteerd zoals aangegeven in tabel VIII. 
TABEL Vili 
De bij de statistische methoden gebruikte terminologie en interpretatie 
Overschrij dingsk ans 
P < 0 ) 0 1 
0,01 < P < 0 , 0 5 
0 , 0 5 < P < 0 , 1 0 








< o f * 
< o f ( * ) 
Aangezien het in een laboratorium, dat in de eerste plaats bestemd is voor 
het verrichten van routine-stollingsfaktorbepalingen, in de praktijk niet 
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mogelijk is de nauwkeurigheid van die bepalingen verder op te voeren dan 
voor de rechtstreekse behandeling van patiënten noodzakelijk is, en aange-
zien er mede daardoor bij de metingen duidelijk enkele 'uitschieters' voorko-
men, waren de mogelijkheden bij de statistische bewerking beperkt Het is de 
bedoeling een 'doorlichting' van het materiaal te geven, zonder de statistische 
methoden als bewijsmiddel te gebruiken 
Voor een meer reële karakterisering van de gemeten en berekende waar-
den is in de diverse groepen, waarin de charges zijn onderverdeeld naar 
aanleiding van de verschillen in bereidingsmethoden (zie punt 4), niet het 
gemiddelde, doch de mediaan opgegeven 
Voor de vergelijking tussen deze groepen werd m het algemeen de toets 
van Kruskal en Wallis gebruikt Indien het resultaat significant was, werd de 
groep die de grootste bijdrage hiertoe leverde weggelaten en de toets werd 
opnieuw toegepast op de overgebleven groepen, indien het resultaat weer 
signihcant was werd dit procede herhaald Het resultaat van de toets van 
Kruskal en Wallis is eveneens in de tabellen III t/m VI weergegeven Alleen 
indien bij 'eerste' toetsing geen verschil tussen de groepen werd gevonden, 
werd het teken = gebruikt Als de toets wegens met voldoen van het 
materiaal aan de noodzakelijke voorwaarden (maximale 'tie'-grootte 354) 
met toegepast kon worden, werd de betreffende plaats in de tabel opengela-
ten 
4 Hl· Γ EFFECT VAN DE BEREIDINGSMFTHODE VAN PPSB OP DE OPBRENGST, 
CONC ENTRERING EN ZUIVERING VAN Dfc STOLLINGSFAKTOREN 
Aangezien in de loop van het onderzoek een aantal veranderingen in het 
produktieschema van het PPSB hebben plaatsgevonden, zijn de charges naar 
aanleiding daarvan in een aantal groepen verdeeld teneinde een eventuele 
invloed van deze veranderingen op het spoor te komen. 
Groep 1 omvat charge 1 t/m 14 Het PPSB werd bereid volgens de 
methode van Soulier Er dient te worden opgemerkt, dat er toen nog weinig 
persoonlijke ervaring bestond met de PPSB-bereiding Bovendien werd met 
kleine volumina gewerkt, hetgeen het werken bemoeilijkte, vooral in het 
stadium van de alkoholfraktionenng 
Gioep 2 omvat charge IS t/m 39 Vanaf charge 15 werd Edglugate-Mg 
gebruikt als de conservenngsvloeistof, waarin het donorbloed werd opgevan­
gen 
Groep 3 omvat charge 41 t/m 48 Vanaf charge 41 werd het eluaat 
ingevroren 
Groep 4 omvat charge 50 t/m 58 Vanaf charge 50 werd calciumfosfaat 
'Amend' gebruikt m plaats van calciumtosfaat 'Baker' In deze groep is de 
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bereidingswijze toegepast zoals die ook thans in gebruik is. 
Groepen A en B. Bij de alkoholfraktionering werd niet steeds met dezelf-
de alkoholpercentages gewerkt (zie blz. 30). Teneinde na te gaan, of hierdoor 
verschillen in het eindprodukt ontstonden, werden in groep 2 de charges 
bereid met de lagere alkoholconcentraties (groep A) vergeleken met de 
charges bereid met de hogere alkoholconcentraties (groep B). In de groepen 
1, 3 en 4 was geen vergelijking mogelijk, aangezien deze uitsluitend of bijna 
uitsluitend bestonden uit charges óf van groep A óf van groep B. 
a. Vergelijking van de groepen A en В (zie tabel III t/m VI) 
In het plasma (resp. PPSB) worden geen verschillen in eiwitconcentratie 
aangetoond (toets van Wilcoxon). 
In het PPSB wordt voor faktor VII/X in groep A een lagere concentratie 
gevonden (P < 0,05), terwijl er een indicatie is, dat voor faktor X de concen­
tratie en opbrengst in groep A lager is (0,05 < Ρ < 0,10). Overigens zijn er 
geen verschillen. Er is dus geen duidelijk verschil in resultaat aantoonbaar 
door het gebruik van de lagere alkoholconcentraties bij de fraktionering ten 
opzichte van de hogere alkoholconcentraties. 
b. Vergelijking van de groepen 1-4 
De waarden in het plasma 
Allereerst dient de aandacht gevestigd te worden op de lagere eiwitcon­
centratie in het uitgangsplasma van de charges van groep 1 (Kruskal-Wallis Ρ 
< 0,01). Dit zou mogelijk verklaard kunnen worden door het feit, dat het 
plasma in groep 1 afkomstig is van bloed, dat per 400 ml is opgevangen in 50 
ml EDTA-oplossing volgens Soulier, terwijl daarna (t/m charge 54) 470 ml 
bloed werd afgenomen in 30 ml Edglugate-Mg. Hierdoor kan een verschil in 
eiwit- (en ook in stollingsfaktor-) concentratie in het plasma optreden van ± 
10%. 
Vergelijkt men in de vier groepen de verhouding stollingsfaktor (%) ; 
eiwitconcentratie (g/l) (deze verhouding wordt gebruikt bij het berekenen 
van de zuivering), dan vindt men voor de faktoren IX en II geen verschil. De 
faktoren VII/X en X laten daarentegen in groep 1 een significant grotere 
verhouding zien (Kruskal en Wallis Ρ < 0,05). Dit laatste kan dus niet ver­
klaard worden door het bovengenoemde verschil in plasmaverdunning. 
Teneinde de stollingsfaktorconcentratie in het uitgangsplasma in de vier 
groepen te kunnen vergelijken werd gebruik gemaakt van een 2 x 2 tabel. 
Daartoe werden de groepen 1 en 4 samengevoegd evenals de groepen 2 en 3, 
aangezien het verschil in bereidingsmethode tussen groep 2 en 3 (invriezen 
van het eluaat) het minst ingrijpend leek. De slollingsfaktorconcentraties 
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TABEL IX 
Mediaanwaarden ш het PPSB van de concentraties en van de opbrengsten en zuiveringen 
(ten opzichte van het plasma) van de stolhngsfaktoren. Het resultaat van de toets van 
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werden verdeeld in de categorieën < 1009? resp. > 100% Er is een aanwij-
zing dat de concentraties van de faktoren II resp VII/X in de groepen 1 en 4 
lager zijn dan in de groepen 2 en 3 (P = 0,11 resp 0,08). Voorde laktoren 
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IX en X worden geen verschillen gevonden. 
Met behulp van de toets van Cochran kon worden aangetoond, dat binnen 
de groepen 2, 3 en 4 de faktor IX-concentraties in het plasma in het alge­
meen lager zijn dan de faktor VlI/X-concentraties (0,01 < Ρ < 0,025). 
Als men van de stollingsfaktorbepalingen de waarden van 100% buiten 
beschouwing laat, vindt men voor iedere faktor, dat er significant meer 
faktorwaarden < 100% dan > 100% zijn (tekentoets; Ρ < 0,02). 
De waarden in het PPSB 
In tabel IX zijn de mediaanwaarden van de concentraties en van de op­
brengsten en zuiveringen ten opzichte van het plasma van de stollings-
faktoren in de vier groepen bijeengezet (ontleend aan tabel III t/m VI). 
Tevens is het resultaat van de toets van Kruskal en Wallis aangegeven. Indien 
de vier groepen met elkaar vergeleken worden, blijkt dat in groep 1 in het 
algemeen de slechtste resultaten werden bereikt. Dit geldt voor de concen­
tratie, de opbrengst en de zuivering van de faktoren H, VII/X en X. Voor 
faktor IX is de concentratie eveneens het laagst in groep 1, doch de op­
brengst en άζ zuivering is in de vier groepen gelijk. De grotere verdunning van 
het uitgangsplasma in groep 1 kan mogelijk wel invloed hebben op de stol-
lingsfaktorconcentratie in het PPSB, doch waarschijnlijk niet op de op­
brengst en de zuivering. Dat de resultaten in groep 1 het slechtst zijn, kan 
samenhangen met het feit dat, zoals boven reeds werd opgemerkt, er weinig 
persoonlijke ervaring bestond met de PPSB-bereiding en er met kleine Volu­
mina werd gewerkt. 
Een ander verschil, dat tussen de groepen gevonden wordt, is de lagere 
concentratie, opbrengst en zuivering van het faktor VII/X-complex in groep 
4 ten opzichte van de groepen 2 en 3 (P < 0,05). Wij hebben hiervoor geen 
zekere verklaring. Het is niet uitgesloten, dat er sprake is van een schijneffekt 
en dat in groep 4 minder activatie van het VII/X-çomplex optreedt. Hiervoor 
zou kunnen pleiten, dat in de charges van groep 4 in het PPSB een lagere 
trombine (c.q. tromboplastische) activiteit werd gevonden dan in de charges 
van groep 3 (zie tabel XVI). Ook door Soulier e.a. (1969) werd sinds het in 
gebruik nemen van calciumfosfaat van 'Amend' (zoals in onze groep 4) een 
duidelijke daling van de faktor VII/X-concentratie in het PPSB waargenomen 
(n.l. van 2700% tot 1800%). 
De waarden betreffende het eluaat 
In het eluaat zijn alleen gegevens over faktor IX bekend (zie tabel III). De 
faktorconcentraties tonen geen verschillen in de vier groepen. Overigens zijn 
over groep 1 geen gegevens bekend. De opbrengst ten opzichte van het 
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plasma is het laagst in groep 3, het hoogst in groep 2 De zuivering toont 
geen verschillen tussen de groepen 3 en 4 De opbrengst in de groepen 2, 3 en 
4 en de zuivering in de groepen 3 en 4 in het PPSB ten opzichte van het 
eluaat toont geen verschillen 
5 VERGELIJKINGEN TUSSEN DE BEREIKTE RESULTATEN BINNEN DE VIER 
GROEPEN WAT BETREFT OPBRENGST EN ZUIVERING EN VERGELIJKING 
TUSSEN DE STOILINGSFAKTOREN IN HET PPSB 
a Correlatie tussen opbrengst en zuivering voor iedere faktor 
Om na te gaan, of een hoge opbrengst in het PPSB voor een stollings-
faktor samengaat met een hoge zuivering, zijn voor iedere stolhngsfaktor 
binnen de groepen 1—4 en voor alle charges tezamen de Spearman-correldtic-
coefficienten berekend Deze zijn weergegeven in tabel X evenals de signih-
cantiemveau's Met uitzondering van groep 3 bestaat er steeds een zeer signi-
ficante positieve correlatie 
TABEL X 
































b Correlatie tussen de opbrengsten (resp zuiveringen) van de vier stolhngs-
faktoren 
Om na te gaan of hoge opbrengsten (resp zuiveringen) van de vier stol-
hngsfaktoren in het algemeen samengaan in dezelfde charge, is de toets van 
Friedman voor ieder van de vier groepen uitgevoerd en is de overeenstem-
mingscoefficient W uitgerekend (zie tabel XI) Zowel voor de opbrengst als 
\oor de zuivering blijkt er een correlatie te bestaan 
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TABEL XI 












0,89 · · 
0,83 · * 
0,84 • · 
0,75 *• 
c. Onderzoek naar de faktor welke de beste resultaten toont 
Om na te gaan of er een stollingsfaktor is, die systematisch een hogere (of 
lagere) opbrengst heeft dan de andere faktoren in dezelfde charge, is de toets 
van Friedman voor ieder van de vier groepen en voor alle charges tezamen 
uitgevoerd. In tabel XII zijn naast de overeenstemmingscoefficient W en het 
significantieniveau tevens de faktoren vermeld, die de grootste bijdrage tot 
deze significanties hebben geleverd. 
Voor de zuivering wordt in de groepen 1, 3 en 4 exact (! ) hetzelfde beeld 
gevonden. Voor groep 2 en voor alle charges tezamen worden zeer lichte 
afwijkingen gevonden, die geen statistische betekenis hebben. Ook de stol-
lingsfaktorconce/jfrafi'es werden op deze wijze onderzocht (zie tabel XIII). 
De conclusie luidt, dat in de groepen 1, 2 en 3 en in de groep van alle charges 
voor het faktor VII/X-complex in het algemeen de waarden hoger zijn en dat 
in groep 4 voor faktor IX de waarden lager zijn zowel wat betreft de op-
brengst als de zuivering en de concentratie. 
TABEL XII 



















Meest afwekende faktor 













Systematische hogere of lagere concentratie van een der stoUingsfaktoren in het PPSB 














Meest afwijkende faktor 












In tabel XIV is het effect van de PPSB-bereiding zoals die thans wordt 
toegepast (groep 4) overzichtelijk weergegeven. Indien men het oorspronke­
lijke plasma volume stelt op 100'/, dan is het volume in het eluaatstadium 
teruggebracht tot ± T/o en in het PPSB-stadium tot ± l'A. De hoeveelheid 
eiwit vermindert in het eluaat tot ± 2Vi'/< en in het PPSB tol ± \'7c van d·-: 
oorspronkelijke in het plasma aanwezige hoeveelheid. 
De opbrengst van de stoUingsfaktoren is in het eluaat ± 60% (faktor IX) 
en in het PPSB voor faktor IX + 40'/
c
, voor de faktoren II, VII/X en X ± 
50%. 
De concentraticverhoging der stoUingsfaktoren t.o.v. het volume bedraagt 
17-24 maal. De concentratie t.o.v. normaal (citraat)plasma is in het PPSB 
voor faktor IX ± П50% voor faktor Π + 2400%, voor faktor VH/X ± 2200% 
en voor faktor X ± 2200%. 
TABEL XIV 
Overzicht van het effect van de PPSB-bereiding op volume, hoeveelheid eiwit 




































De concentratieverhoging der stollingsfaktoren ten opzichte van het eiwit-
gehalte (= zuivering) bedraagt voor faktor IX ± 40 maal en voor de faktoren 
II, VII/X en X ± 50 maal 
De concentratie van faktor IX in het PPSB is zo hoog, dat het volume 
PPSB dat een patient in een keer moet worden toegediend nooit te groot zal 
zijn (nooit meer dan 100 à 150 ml, zie hoofdstuk VII) 
De door Soulier e a (1969) opgegeven concentraties in het PPSB bij 
gebruik van calciumfosfaat van 'Amend' zijn als volgt faktor IX 2400%, 
faktor II 2000%, faktor VII/X 1800%, eiwit 16 g/l Door Soulier (1966) 
wordt een opbrengst van 25 à ЗО'/с van de stollingsfaktoren opgegeven 
Konklusie 
ET zijn geen aanwijzingen, dat de door ons ingevoerde modificaties een 
ongunstig effect hebben op het resultaat van de PPSB-bereiding Dit blijkt 
zowel bij de bestudering van onze eigen gegevens als bij het vergelijken van 




UIT TE VOEREN KONTROLEN 
Bij iedere charge PPSB die wordt bereid, dienen een aantal kontrolen te 
worden verricht, alvorens het preparaat aan patiënten kan worden toege-
diend. 
A. STOLLINGSFAKTOR- EN EIWITCONCENTRATIES 
Van iedere charge worden de concentraties van de faktoren IX, II, VII/X 
en X en van het totaal eiwit bepaald in het uitgangsplasma en in het PPSB. 
Deze gegevens vormen een kontrole op het produktieproces en zijn daarnaast 
nodig om te kunnen berekenen, hoeveel PPSB aan een patient moet worden 
toegediend. De methoden zijn besproken in het vorige hoofdstuk (blz. 32 ). 
B. TROMBINE-AKTIVITEIT 
Een van de grootste gevaren, die dreigen bij het gebruik van een stollings-
faktorconcentraat waarin zich (geconcentreerd) protrombine bevindt, is het 
inspuiten bij een patient van sporen trombine. Aangezien trombine binnen 
enkele seconden fibrinogeen omzet in fibrine, kan er bij injectie van trom-
bine bevattend PPSB gedissemineerde intravasale stolling ontstaan. 
De omzetting van protrombine in trombine kan reeds geschieden tijdens 
het produktieproces van het stollingsfaktorconcentraat of tijdens het bewa-
ren ema. De omzetting in trombine is vooral afhankelijk van het bij de 
produktie gebruikte adsorbens. 
Bij het gebruik van BaS04 wordt vaak trombine-aktiviteit gevonden 
(Aggeler e.a. 1958, McMillan e.a. 1960, 1962, Melin e.a. 1964, Tullis e.a. 
1964, 1965, 1970). Ook bij het gebruik van calciumfosfaat dient men daarop 
bedacht te zijn. Het ontstaan van trombine-aktiviteit in het PPSB is voor 
Soulier aanleiding geweest om een ander calciumfosfaat te gaan gebruiken 
(zie blz. 21 ; Soulier e.a. 1968). 
Bij gebruik van DEAE-cellulose en DEAE-sephadex komt het ontstaan 
van trombine-aktiviteit niet of nauwelijks voor (Melin e.a. 1964, Tullis e.a. 
1964, 1965, Vreeken 1969). 
55 
TABEL XV 
Diverse voorschnften voor de bepaling van trombine-aktiviteit in stolhngsfaktorconcen-
t raten 
Blatnxea (1959a) 
Soulier e.a. (1963) 
Soulier e.a.( 1964, 1969) 
Soulier e a. (1968) 
McMillan e a. (1962) 
Tullís e.a. (1965) 
Tullise.a.(1965) 
White e a. (1953a) 
Biggs e.a.( 1961) 
BidweUe.a.(1966) 
Güchnst e.a. (1969) 
Test 
concentraat 
veronal acetaat buffer pH 7,4 
fibnnogeen 0,8% 




na enkele uren bewaren bij kamertemperatuur mag 
geen trombine-aktiviteit aantoonbaar zijn 
concentraat plus fibnnogeenoplossing 
plaatsen bij 370C en bij kamertemperatuur 
concentraat plus fibnnogeenoplossing 
plaatsen by 370C 
1, 2 of 3 druppels concentraat taj 
1 ml normaal plasma of 
1 ml pat bloed (onstolbaar) 
plaatsen bij 370C 
2 druppels concentraat bij 
1 ml normaal oxalaatplasma of 
2 ml normaal citraatbloed 
concentraat 0,(15 ml 
runderfibnnogeen 0,5 ml 
plaatsen bij kamertemperatuur 
concentraat 
onverdund 
Z\ 4 f- ladest . 
normaal citraatplasma 
CaClj 0,05 M 
concentraat in 
verdunningen tot 1 64 
m Nas-citraat 3,8% 1 deel 
+ NaCl 0,85% 9 delen 
normaal citraatplasma 
CaCl2 0,05 M 




















































Voor het aantonen van trombine-aktiviteit in een vloeistof mengt men 
deze met een fibnnogeenoplossing of met plasma Indien tevens calcium 
wordt toegevoegd, toont men ook tromboplastische stoffen aan Indien 
trombine aanwezig is, zal er een fibnnestolsel ontstaan. 
Hoewel de door de verschillende onderzoekers gebruikte voorschriften 
nogal uiteenlopen, is er toch wel een grove vergelijking mogelijk tussen de 
strengheid van de eisen die gesteld worden (tabel XV) Door sommigen 
wordt gerist, dat er geen stolling mag optreden binnen 40 seconden (bij deze 
test wordt calcium toegevoegd), door anderen wordt de grens gesteld op 2 
minuten en door weer anderen op 6 uur Door Biggs e.a (1961) en Bidwell 
e a (1966) wordt er op gewezen, dat in de door hen gebruikte testen met 
CaClj geen onderscheid gemaakt wordt tussen trombine en tromboplastische 
stoffen Voor de klinische praktijk is dit niet van direkt belang, aangezien 
beide zo mm mogelijk aanwezig moeten zijn 
Door ons worden thans twee testen gebruikt 
Test 1 PPSB 
veronalbuffer pH 7,4 
fibrmogeen 0,4% 
plaatsen in waterbad 370C 
eis geen stolling binnen 4 dagen 
Test 2 PPSB 
veronalbuffer pH 7,4 
fibrmogeen 0,4% 
CaCl2 1/30 M 
plaatsen in waterbad 370C 
eis geen stolling binnen 15 minuten 
Van iedere charge wordt een monster getest, dat genomen is na hepanne-
toevoeging, sterilisatie en invriezen. 
Aanvankelijk werd uitsluitend test 1 gebruikt. Twee patienten kregen 
echter een ernstige reaktie (zie hoofdstuk V) na toediening van charges no's 
38 en 44, die in test 1 geen stolling toonden na 6 uur maar wel na 24 uur, 
terwijl de overige charges geen stolLnè toonden binnen 4 dagen De door 
Soulier e.a. (1968) genoemde eis geen stolling binnen 6 uur moet dus vol-
gens ons strenger worden gesteld Indien bij test 1 geen stolling optreedt 
binnen 4 dagen, is het preparaat zeker veilig. 
Voorts besloten wij een test in te voeren, die door de toevoeging van 









en korter zou duren De in test 2 genoemde hoeveelheden reagentia lieten 
een duidelijk verschil in stollingstijd zien tussen charge 38 en 44 enerzijds, 
η 1 maximaal 2 minuten, en de overige geteste charges anderzijds, η 1 mim-
maal 15 minuten (tabel XVI) Opvallend is hierbij, dat de stollingstijden 
duidelijk langer worden vanaf het moment, dat calciumfosfaat van Amend 
wordt gebruikt nl minimaal 2 uur Test 1 laat hier geen verschillen zien De 
kortste stollingstijd die acceptabel lijkt bij test 2, is dus 15 minuten 
TABf-LXVI 



































Van iedere charge wordt een monster van ± 1 ml genomen na sterilisatie 
en voor invriezen Dit wordt gekweekt in bouillon bij 370C gedurende min­
stens 1 week Indien het kweekmedium helder blijft, wordt aangenomen, dat 
het PPSB geen levende bacteriën bevat 
D AANWEZIGHEID VAN PYROGENEN EN TOXISCHE STOFFEN 
Vanaf charge 41 werd het PPSB steeds getest in dierproeven op de aan-
wezigheid van pyrogenen en toxische stoffen De monsters PPSB worden 
genomen na steriliseren en na invriezen 
Bij twee konijnen wordt 2 ml PPSB per kg lichaamsgewicht intraveneus 
toegediend Gedurende 3 uur wordt de temperatuur gemeten De hoogste 
temperatuurstijging ooit gemeten was 0,4oC, de duplometing bij het andere 
konijn gaf dan een stijging die nooit hoger was dan 0,2oC 
Bij 2 caviae (± 350 g) wordt 1,5 ml PPSB ι m geinjiceerd Bij 2 muizen 
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wordt 0,5 ml intraperitoneaal ingespoten. De caviae en muizen worden 1 
week geobserveerd (centraal dierenlaboratorium, hoofd: Dr. M.J. 
Dobbelaar). Er deden zich nooit abnormale reakties voor. Ook charges 38 en 





DE TOEPASSING BIJ PATIENTEN VAN (TE NIJMEGEN BEREID) PPSB 
Bij toediening aan patiënten van een stollingsfaktorconcentraat kan men de 
volgende effekten bestuderen: 
A. Het effekt op de concentratie van de stollingsfaktoren in het plasma. 
Hierbij kan worden onderzocht: I) het verloop van de verdwijningscurve 
van de toegediende faktor in het plasma, waaruit de halfwaardetijd daar-
van berekend kan worden; 2) de mate van stijging van de stollingsfaktor-
concentratie na toediening, waaruit de opbrengst in het plasma van de 
toegediende stollingsfaktor kan worden berekend. 
B. Het klinische effekt op de bloedingsneiging. 
С De ongewenste nevenverschijnselen. Hierop zal in hoofdstuk V nader wor­
den ingegaan. 
Ad A. 
HET EFFEKT VAN PPSB-TOEDIENING OP DE CONCENTRATIE VAN 
DE STOLLINGSFAKTOREN IN HET PLASMA 
1. DE VERDWIJNINGSCURVE EN HALFWAARDETIJD VAN FAKTOR IX EN II 
Na toediening van PPSB of een dergelijk preparaat aan een patient kan 
men een stijging van de concentratie van de stollingsfaktoren in het plasma 
waarnemen, gevolgd door een geleidelijke daling tot het eigen niveau van de 
patient. Deze concentratiedaling van de toegediende stollingsfaktoren ver­
loopt exponentieel, precies hetzelfde als de concentratiedaling van andere 
toegediende plasma-eiwitten, zoals bijvoorbeeld albumine (Sterling 1951). 
Een dergelijk exponentieel verdwijnen wijst op een konstante procentuele 
eliminatie, welke door het toeval en niet door andere faktoren, zoals de 
ouderdom van het eiwit, wordt bepaald. Indien men de concentratie van de 
toegediende stollingsfaktor semi logaritmisch uitzet tegen de tijd, ontstaat er 
een rechte lijn. 
Sommige onderzoekers vinden, dat de verdwijningssnelheid van een toege­
diende stollingsfaktor in het begin groter is dan na enige uren of dagen. 
Semilogaritmisch uitgezet (figuur 2) verloopt het eerste deel (a) van de ver-
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dwijningscurve steiler dan het latere deel (b). Men kan een dergelijke curve 
ontleden in twee delen: een steil verlopende lün (c) en een vlakker verlopen-
de lijn die nagenoeg samenvalt met Щп b. De steil verlopende lijn (c) wordt 
mogelijk veroorzaakt, doordat de stollingsfaktor eerst wordt verdeeld over 
een in- en extravasculaire ruimte. Het is ook mogelijk, dat de aanvankelijke 
snelle daling op andere mechanismen berust, zoals snelle inaktivatie of af­
braak van stollingseiwitten, die gedeeltelijk geaktiveerd en gedenatureerd 
zijn. De minder steil verlopende lyn (b) geeft de exponentiële verdwijning 
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Fig.2. Theoretisch voorbeeld van een verdwijningscurve van een stollingsfaktor uit het 
plasma 
De curve met het snel dalend eerste deel (a) kan worden ontleed in lijn с (t të = 3 uur ) en 
lijn b (tlA= 24 uur). 
In tabel XVII zijn de gegevens uit de literatuur vermeld over de gevonden 
verdwijningscurven van toegediend faktor IX en faktor II. Over het bestaan 
van het eerste steilere deel van de verdwijningscurve (Іцп a) bestaat geen 
eenstemmigheid. De biologische halfwaardetijd van de toegediende stollings­
faktor (afgelezen aan lijn b) bedraagt voor faktor IX 18 tot 40 uur en voor 
faktor II 70 tot 120 uur. 
De halfwaardetijd van een stollingsfaktor kan ook op geheel andere wijze 
worden gemeten. Wanneer men bij personen zonder deficiëntie de produktie 
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van de vitamine-K afhankelijke stollingsfaktoren tijdelijk blokkeert door toe-
diening van een overmaat coumarinederivaten, dan kan men de verdwijnings-
snelheid van die stollingsfaktoren eenvoudig bepalen. Op deze wijze vonden 
Hjcrt e.a. (1961) bij twee normale personen een een patient met hemofilie-A 
voor faktor II een half waardetijd van ongeveer 3 dagen en voor faktor IX van 
ongeveer 24 uur. 
Door Loeliger (1963, Loeliger e.a. 1963) werd d.m.v. deze techniek aan-
getoond, dat de halfwaardetijd van de vitamine-K afhankelijke stollingsfakto-
ren verkort is bij koorts en bij hyperthyreoidie, terwijl deze verlengd is bij 
hypothyreoidie. 
Eigen onderzoek 
De verdwijningscurve werd voor faktor IX zeven maal bepaald bij zes 
patiënten en voor faktor II vijf maal bij drie patiënten. De ziektegeschieden-
issen van deze patiënten zijn op blz. 73 vermeld. De stollingsfaktorconcentra-
tie werd gemeten in plasma afkomstig van veneus bloed, dat in een verhou-
ding van 9 op 1 was opgevangen inNa3-citraat.2HjO 3,8% zoals aangegeven 
door Haanen (1964). 
Voor het bepalen van de halfwaardetijd werden de metingen, verricht 
binnen 21 uur na injektie, niet gebruikt, aangezien de mogelijkheid niet was 
uitgesloten, dat in deze periode een snellere verdwijning zou plaatsvinden. 
Bij de hemofilie-B patiënten werden voor de punten, bepaald door meting 
langer dan 21 uur na injektie, de regressielijnen berekend (Drs. J.A.M, van 
Druten, Statistische afdeling, hoofd: Drs. Ph. van Eiteren, Universitair Re-
kencentrum) (zie fig. 6, 7, 9, 12, 13, 15 en 16). 
Aangezien de patiënten met faktor Il-deficientie een spontaan faktor 
H-gehalte hadden groter dan 1%, werden in de figuren naast de gevonden 
faktor H-concentraties in het plasma ook gekorrigeerde waarden aangegeven. 
Deze gekorrigeerde waarden werden berekend door de gevonden waarden te 
verminderen met het spontane faktor H-gehalte van de patient. Вц de faktor 
li-deficiente patiënten werden regressielijnen berekend voor de uitkomsten 
van de gekorrigeerde faktor II-waarden, afkomstig van monsters welke meer 
dan 21 uur na injektie waren afgenomen (Drs. J.A.M, van Druten, Statis-
tische afdeling, hoofd: Drs. Ph. van Eiteren, Universitair Rekencentrum) (zie 
fig. 17 t/m 19). 
Aan deze berekende regressielijnen werden de halfwaardetijden afgelezen. 
Voor faktor IX variëren de gevonden halfwaardetijden van 24 tot 28 uur en 
voor faktor II van 45 tot 70 uur. 
Uit de figuren blijkt, dat de faktor IX-curves gedurende de eerste 21 uur 
viermaal een sterkere daling, tweemaal een geringere daling en eenmaal onge-
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TABEL XVII 










































Eerste steilere deel 
(lijn a) 
duur ± 6 uur 
lijn с t Vi = 3 uur 
meestal afwciig 
meestal niet duidelijk 
of afwezig 
met aantoonbaar 
bjn с t Vi = 4,6 uur 
mei aantoonbaar 
duur ± 'Л dag 
niet duidelijk 
bjn с t Vi = 9 uur 
afwezig 
hoogste concentratie 
soms 3 uur na injektie 






t Yi = 27-40 uur 
t Vi = 23 uur 
t г= 19-30 uur 
t lA = 18-36 uur 
t Уз = 20 uur 
t 'Λ = 31 uur 
t Vi = 15-30 uur 
l Vi = 24-28 uur 
tV4= 123 uur 
t V4 = 72 uur 
t Vi = 96 uur 
t '/г = 45-70 uur 
Opbrengst in plasma van toegediende hoeveelheid stollin^faktor 
Berekend uit de concentratie 
in hel plasma 
gemeten na toediening 
± 5 5 % 
80% 
±37% 
± 3 3 % 
30-40% 




± 4 0 % 
±120% 




Berekend uit de concentratie 
in het plasma 
verkregen door extrapolatie 
van het lineaire deel van de 
verdwijningscurve (lijn b) naar t 0 
± 4 2 % 
35^0% 
± 1 5 % 
+ 15% 
± 5 0 % 
±250% 
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veer dezelfde daling tonen als na 21 uur. De faktor II-curves tonen gedurende 
de eerste 21 uur driemaal een sterkere daling, eenmaal een geringere daling 
en eenmaal ongeveer dezelfde daling als na 21 uur. 
Om statistisch aan te kunnen tonen, dat er gedurende de eerste 21 uur 
een snellere daling bestaat van de verdwijningscurve, werden de faktor IX- en 
de faktor Il-deficiente patiënten samen genomen. Dubbele metingen bij de-
zelfde patient werden aselect uit deze groep verwijderd. Negen metingen 
bleven over, waarvan er zes een sterkere daling en drie een geringere of 
gelijke daling vertoonden binnen de eerste 21 uur. Toepassing van de teken-
toets geeft een twee-zijdige overschrijdingskans Ρ groter dan 0,40. 
Het is zeker niet uitgesloten, dat er binnen de eerste 21 uur wel een 
sterkere daling is. Het kleine aantal patiënten maakt de kans om dit effekt 
aan te tonen niet onmogelijk, maar wel gering. De sterkere daling is zeker 
niet een bij iedere patient optredend verschijnsel. 
De eventuele verdeling van toegediende faktor IX en II over in- en extra-
vasculaire ruimte komt mogelijk snel tot stand. Het is niet geheel uit te 
sluiten, dat het bij sommige patiënten ontbreken van de aanvankelijk snellere 
daling (mede) veroorzaakt wordt door het feit, dat kort na toediening van 
PPSB vaak te lage faktor IX- en II-waarden in het plasma gemeten worden. 
Met het PPSB wordt tevens héparine geinjiceerd (zij het in zeer lage dosis), 
wat storend zou kunnen werken in de stollingstesten. 
2. DE OPBRENGST IN HET PLASMA VAN TOEGEDIEND FAKTOR IX EN II 
Voor het bepalen van de opbrengst in vivo van toegediende stollings-
faktoren zou men bij een verdeling van de stollingsfaktoren over intra- en 
extravasculaire ruimte zowel de grootte van de extravasculaire ruimte, als de 
concentratie van de stollingsfaktor in de extravasculaire ruimte moeten 
kennen. Men spreekt ook wel van de virtuele verdelingsruimte en neemt dan 
aan, dat 1) de concentratie in de extravasculaire ruimte gelijk is aan die in 
het plasma, en 2) dat de opbrengst in vivo 100% is. Het meest exact is het 
om te spreken over een percentage van de toegediende hoeveelheid stollings-
faktor, dat in het plasma aantoonbaar is, d.w.z. over de opbrengst in het 
plasma. 
Voor het berekenen van de opbrengst in het plasma van een stollings-
faktor (zie formule blz. 67 ) kan men de concentratie in het plasma na 
injektie rechtstreeks meten. Indien echter de verdwijningscurve begint met 
een steiler deel (figuur 2, lijn a), dan dient men het rechte lijnstuk (b) tot het 
tijdstip van injektie te extrapoleren en de aldus verkregen waarde als con-
centratie na injektie te gebruiken. In tabel XVII zijn de aldus uit de litera-
tuurgegevens verkregen uitkomsten weergegeven. Er zijn twee publicaties die 
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een zeer lage opbrengst (± 15%) voor faktor IX in het plasma geven. Hoag 
e.a. (1969) verklaren dit door een gedeeltelijke aktivering van faktor X, 
waardoor in het concentraat te hoge waarden voor faktor IX genieten 
worden. Bruning (1970) acht het ook mogelijk, dat de gedeeltelijke akti-
vering der toegediende stollingsfaktoren in het 'Prothrombal' de snellere 
daling in het begin van de verdwijningscurve verklaart. Overigens wijst híj 
erop, dat door de hoge opbrengst van de bereidingsmethode van 'Prothrom-
bal' in vitro (voor faktor IX ± 60%), de uiteindelijke opbrengst in vivo 
ongeveer gelijk is aan die van PPSB Parijs (d.w.z. van de hoeveelheid stollings-
faktor die aanwezig is in het plasma waaruit het concentraat werd bereid, 
wordt uiteindelijk na toediening aan de patient in beide gevallen evenveel 
teruggevonden). 
Eigen onderzoek 
De opbrengst in het plasma van een toegediende hoeveelheid stollings-
faktor, d.w.z. het deel dat in het plasma aantoonbaar is, kan berekend 
worden met de volgende formule: 
Vp x(Ci -Co) Opbrengst stollingsfaktor = -rp—— 
Vf X l~f 
Vp = plasmavolume van de patient in ml 
Co = concentratie stollingsfaktor in plasma patient vóór toediening 
PPSB 
Ci = concentratie stollingsfaktor in plasma patient na toediening 
PPSB 
Vf = volume van toegediend PPSB in ml 
Cf = concentratie stollingsfaktor in PPSB 
De concentratie van de stollingsfaktor is uitgedrukt in procenten ten 
opzichte van normaal (citraat) plasma. 
Cl 
De bepaling van de concentratie van de stollingsfaktor in het plasma na de 
toediening van het PPSB kan het nauwkeurigst geschieden door extrapolatie 
van lijn b (figuur 2) naar het tijdstip van injektie. In de praktijk is dit vaak 
niet mogelijk, daar men dan naast het frekwent bepalen van het stollings-
faktorgehalte ook genoodzaakt zou zijn af te zien van hernieuwde toediening 
van de stollingsfaktor tijdens deze onderzoekperiode. Indien de verdwijnings-
curve van de stollingsfaktor vanaf het begin lineair verloopt, d.w.z. indien lijn 
a (figuur 2) niet aanwezig is, kan men volstaan met een rechtstreekse be-
paling in het plasma na de toediening van het PPSB. Deze laatste methode 
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TABHLXVIII 




PPSB vol. ml. 

























in plasma *) 
Plasma vol. ml 
Opbrengst f.IX 





























































































































*) = f.IX conc. tussen 'Л en 1 Vi uur na injektie minus f.IX conc. vóór injeklie % 
**) % van toegediende hoeveelheid 
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TABKL XIX 





PPSB-conc. f.II % 
Plasma f.Il-conc. % 
vóór injektie 














in plasma *) 
Plasmavolume ml 
Opbrengst f.II 




























































































*) = f.II conc. tussen 'Л en РЛ uur na injektie minus f.II conc. vóór mjektic % 
**) % van toegediende hoeveelheid 
werd door ons gebruikt. 
In tabel XVIII en XIX zijn de gegevens vermeld van die patiënten met 
resp. hemofilie-B en faktor II-deficientie, die gedurende de eerste 24 uur na 
toediening van PPSB frekwent gecontroleerd zijn. Het blijkt dat de stollings-
faktorconcentratie gedurende de eerste 15 minuten na toediening soms meer 
dan 20% lager is dan het gemiddelde van de waarden tussen Уг en 1 Vi uur na 
toediening. Voor deze vrij trage stijging van de stollingsfaktorconcentratie 
hebben wij geen verklaring. Mogelijk is hier het héparine, dat met het PPSB 
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wordt geinjiceerd, van invloed. Een duidelijke daling van het faktor IX- (en 
II-) gehalte treedt pas op langer dan l'/i uur na injektie. Daarom werd als 
stollingsfaktorconcentratie in het plasma na toediening van PPSB de 
(gemiddelde) waarde genomen tussen Vi en 1 ui uur na injektie. 
In de gevallen dat een verdwijningscurve bepaald werd, konden voor de 
bepaling van de stollingsfaktorconcentratie in het plasma na toediening van 
PPSB beide methoden met elkaar vergeleken worden. Zoals uit figuur 3 
blijkt, was er een redelijke overeenkomst tussen de gevonden stollingsfaktor­
concentratie tussen Vi en IV' uur na toediening en het uit de verdwijnings­
curve (lijn b) berekende gehalte op het tijdstip van injektie. Het aantal waar­
nemingen was te gering voor statistische bewerking. 
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berekend uit verdwijningscurve 
í í ¿ 3. Correlatie tussen de stollingsfaktorconcentratie m het plasma rechtstreeks gemeten 
en berekend door extrapoleren van de verdwi/ningscurve (li/n b, fig 2) 
Vp 
In de literatuur wordt het plasmavolume, uitgedrukt in ml per kg lichaams-
gewicht, sterk wisselend opgegeven, n.l. van ± 27 tot 60 ml (Moore e.a. 1963, 
Schmidt 1968). De eerste auteur heeft als gemiddelde voor volwassen 
mannen een plasmavolume van 42 ml per kg lichaamsgewicht gemeten. Dit 
getal hebben wij voor onze berekeningen gebruikt. Bovendien hebben wij 
gekorrigeerd naar een veneuze hematocriet van 0,45 1/1. De gebruikte 
formule luidt aldus: 
ж/ ¿ ι · " h c r t 
Vp = 42x gew. χ ^ - ^ — 
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Vp = pldsmavolume in ml 
gcw = lichaamsgewicht in kg 
hcrt= veneuze hematocnet m 1/1 
Ondanks deze korrekties kan toch gemakkelijk een fout van 10-20'/ 
worden gemaakt in de berekening van het plasmavolume Aangezien het 
waarnemingen bij verscheidene patiënten betreft, lijkt het toch verantwoord 
om uit het totaal der waarnemingen een voorzichtige conclusie te trekken 
opon 
1 8 0 -
1 6 0 -
1 4 0 -
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hoeveelheid faktor IX toegediend in equivalent aantal ml plasma 
Fig 4 Opbrengst in het plasma van met PPSB (Ni/megen) toegediend faktor IX 
In figuur 4 en 5 zijn van alle PPSB-toedieningen, waarover voldoende 
gegevens bekend zijn, de gevonden opbrengsten in het plasma voor respek-
tievelyk faktor IX en II uitgezet tegen de hoeveelheden stollingsfaktor die 
werden toegediend In deze figuren is apart aangegeven, of voorde bepaling 
van de plasmaconcentratie na iiyektie één of meer metingen beschikbaar 
waren of dat er uitsluitend een stollingsfaktorbepaling tussen VA en 3 uur na 
injektie bekend was Uit de figuren blijkt, dat de spreiding van de gevonden 
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opbrengsten kleiner wordt, naarmate meer stollingsfaktor wordt toegediend. 
Dit is begrijpelijk, aangezien de concentratiestijging in het plasma nauw-
keunger gemeten kan worden, naarmate deze groter is. Men dient minstens 
een hoeveelheid stollingsfaktor overeenkomend met 800 ml plasma toe te 
dienen, teneinde enigszins betrouwbaar een opbrengst bij de patient te 
kunnen meten. 
opbrengst in plasma van toegediend faktor II (%) 










x racer dan één faktor II bepaling tussen 
05 en 15 uur na toediening 
• een faktor II bepaling tussen 
0 5 en 15 uur na toediening 
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hoeveelheid faktor Q toegediend in equivalent aantal ml plasma 
Fig 5. Opbrengst in het plasma van met PPSB (Nijmegen) toegediend faktor И 
Kort na toediening van PPSB bedraagt de opbrengst van faktor IX in het 
plasma van hemofilie-B patiënten ongeveer 40% van de met het PPSB toege-
diende hoeveelheid. De opbrengst voor faktor II in het plasma van faktor 
Il-deficiente patiënten bedraagt ongeveer 90%. 
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Ad В 
НЕТ KLINISCHE EFFEKT OP 
DE BLOEDINGSNEIGING 
Het belangrijkste criterium voor 
de bruikbaarheid van het PPSB 
is, of het preparaat bij patiënten 
een goed klinisch effekt heeft 
Bij trauma of operatie zal het 
bloedingen moeten voorkómen 
of stelpen Dit effekt kan men 
verwachten, indien de stollings-
faktorconcentratie m hel plasma 
hoog genoeg is, d w z . minstens 
20 a 30% van normaal (zie 
hoofdstuk VII) Hieronder vol-
gen in het kort gegevens van pa-
tienten, aan wie het Nijmeegse 
PPSB werd toegediend 
Patient W E 
(Man, geboren 1951) Ernstige hemo-
filie-B (faktor IX < 1%), gewicht 61,5 
kg, hematocnet 0,41 1/1 Patient kreeg 
na een trauma op 26-10-1970 een gro-
te weefselbloeding rond de linker 
heup Op 01-11 kreeg hij 20 ml 4 stol-
Imgsfaktoren concentraat (Amster-
dam), doch na deze lage dosis trad 
geen verbetering op Daarom kreeg pa-
tient op 05- en 06-11 resp 40 en 151 
ml PPSB (Nijmegen) (zie figuur 6) De 
lichaamstemperatuur was op 05- en 
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1 hemaiurto JF 
y\ i V^fe28u 
PPSB (eq ml vers plasma) 
1500-, 
1000-
500- 1 I I I 
Fig.?-, 1969 1% 20 21 22 23 24 
Fig 6 Behandeling van patient WE met 4 stolhngsfaktoren concentraat Amsterdam f/) 
en PPSB Nijmegen II) en bepaling van de halfwaardetiid van faktor IX in vivo 
Stollingsfaktorbepaling direkt voor toediening van concentraat o Berekende regressie-
lijn -
De toegediende hoeveelheid stolhngsfaktor m het concentraat is uitgedrukt in de equi­
valente hoeveelheid vers citraatplasma m ml 
Fig 7 Behandeling van patient J F met PPSB Ni/megen (I) en bepaling van de halfwaarde-
ti]d van faktor IX in vivo 
Stollingsfaktorbepaling direkt voor toediening van concentraat o Berekende regressie-
Iijn - - De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor m het concentraat is uitge­
drukt in de equivalente hoeveelheid vers citraatplasma ¡n ml 
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faktor IX 1%) 
PPSB (е^ nil wrc plasma) 
ISOO-i 
loco 
soo ilnni nini IM,, ,l h ; 
ΛΑ 
1966 1β/6 19 20 ZI 22 23 24 25 26 27 28 29 30 1/7 2 3 
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_ Fig.9 
06-11 38 С, daarna 
steeds normaal. Het be­
loop was gunstig en de 
pijnklachten en bewe-
gingsbeperking waren 
op 09-11 nagenoeg ver­
dwenen 
Patient J F 
(Man, geboren m 1938) 
Ernstige hemofihe-B 
(faktor IX < K-i), ge­
wicht 64,0 kg, hemato-
criet 0,45 1/1 Patient 
heeft een partiele 
dwarslesie na een trau­
matische hematomyelie 
op 9-jarige leeftijd. Op 
16-11-1969 kreeg pa­
tient een hématurie met 
коііекрцп in de rechter merloge. Van 
19- t/m 21-11 werd hij behandeld met 
PPSB (Nijmegen) (resp. 80, 60 en 30 
ml per dag) (zie figuur 7). Op 20-11 
verdwenen de hématurie en de klach-
ten. De lichaamstemperatuur was 
steeds normaal 
Patient H L. 
(Man, geboren in 1951) Frnstige he-
mofihe-B (faktor IX < 1%). Broer van 
patient W.L (blz 114) Gewicht 43 kg, 
hematocnet 0,42 1/1. Er bestond een 
ernstige dwerggroei ten gevolge van 
een in het verleden elders gegeven be-
handeling met oestrogenen. Op 
18-06-1968 werden enkele gebitsele-
menten geëxtraheerd (afd. kaakchirur-
Fig.8. Behandeling van patient H.L. met PPSB Parijs (I), PPSB Nijmegen (/) en 4 stol-
lingsfaktoren concentraat Amsterdam (/) 
Stolbngsfaktorbepahng direkt vóór toediening van concentraat: o. 
De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de equi-
valente hoeveelheid vers citraatplasma in ml. 
Fig.9. Behandeling van patient P.P. met PPSB Nijmegen (f) en bepaling van de halfwaarde-
tijd van faktor IX m vivo 
Stollingsfaktorbepaling direkt vóór toediening van concentraat: o. Berekende regressie-
lijn· 
De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de equi-
valente hoeveelheid vers citraatplasma m ml. 
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gie, hoofd prof С А Merkx) onder 
bescherming van PPSB (Parijs) (18-
t/m 23-06), PPSB (Nymegen) (24- t/m 
27 06) en 4 stollmgsfaktoren concen­
traat (Amsterdam) (28-06 t/m 01-07) 
in hoeveelheden van ongeveer 40 ml 
per dag (zie figuur 8) De lichaamstem­
peratuur was steeds normaal Er deden 
zich geen komplikaties voor 
Patient Ρ Ρ 
(Man, geboren m 1944) Ernstige hemo­
filie В (faktor IX < 1%) Neef van pa­
tient W Hd (blz 113) Gewicht 64 kg, 
hematocnet 0,49 1/1 Patient kreeg op 
14-07-1970 een hematune Op 16-07 
bemerkte hij stolsels m de urine en 
kreeg hij pijn m de linker zn Van 
16-07 t/m 18-07 werd 
hij behandeld met PPSB 
(Nymegen), 60 ml per 
dag (zie figuur 9) De 
hematune was na een 
dag verdwenen De li­
chaamstemperatuur was 
op 16-07 37,90C en 
ovengens steeds nor­
maal 
Patient A Rk 
(Man, geboren in 1947) 
Ernstige hemofihe-B 
(faktor IX < 1 % ) Broer 
van patient W Rk In 
1967 werd bij patient 
elders wegens een trau­
matische ruptuur de 
milt verwijderd Wegens 
nabloedingen m aanslui-
F I Q . 1 0 -





































I 1 kolf bloed 
Jill X U l l i J _ 
196S ty4 12 13 14 19 16 17 16 19 20 21 22 23 24 25 26 
Fxg 10 Toediening van PPSB Nijmegen (I) aan patient A Rk 
Stollingsfaktorbepaling direkt voor toediening van concentraat o 
De toegediende hoeveelheid stolhngsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de equi­
valente hoeveelheid vers atraatplasma m ml 
Fig 11 Behandeling van patient A Rk met PPSB Nijmegen (/), 4 stollmgsfaktoren con­
centraat Amsterdam (I) en PPSB Pan/s (I) 
Stollmgsfaktorbepalmg direkt voor toediening van concentraat o 
De toegediende hoeveelheid stolhngsfaktor in het concentraat is uitgedrukt m de equi­

















PPSB (eq πιΐ vere plaema) 
1 5 0 0 -
1 0 0 0 -
5 0 0 -
ЛЛилЛ 
1968 Щ2 M 15 16 17 18 19 20 
faktor IX (%) 
100 
8 0 
6 0 : 
1 0 0 0 
5 0 0 
1968 20/321 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
ting hieraan vond tweemaal een laparo­
tomie plaats, waarbij een sekundaire 
infcktie ontstond Sindsdien maakte 
patient herhaaldelijk een Subileus door 
als gevolg van de ontstane adhesies tus­
sen de darmhssen Op 18-01-1968 
gaven wij hem twee proefdoses PPSB 
(Nijmegen) van resp 24 en 16 ml (71e 
figuur 10) Gewicht 38 kg, hematocnet 
0,34 1/1 Temperatuur normaal 
Op 01-04-1968 kreeg patient opnieuw 
buikpijn en er ontstond een ileus met 
fetaal braken op 04-04 Aangezien con­
servatieve therapie geen verbetering 
bracht, werd onder bescherming van 
PPSB op 11-04 een ileocoecaalresectie 
verricht met aansluitend een darmhcch-
ting volgens Noble (afd Chirurgie, 
hoofd Prof dr W J H Schmidt) 
Patient kreeg op 11-, 12- en 13-04 
PPSB (Nijmegen), resp 114 ml, 63 ml 
en 70 ml, van 14- t/m 18 04 vier stol-
lingsfaktoren concentraat (Amsterdam), 
60 ml per dag, van 19- l/m 21-04 
PPSB (Panjs), resp 40, 30 en 20 ml 
per dag en van 22- t/m 26-04 weer vier 
stollingstaktoren concentraat (Amster­
dam) resp 30, 60, 60, 60 en 30 ml 
(zie figuur 11 ) Gewicht 35 kg, hema-
tocnet 0,38 1/1 De lichaamstemperatuur 
was steeds normaal Het beloop was 
ongestoord en er deden zich geen bloe­
dingen voor Buikklachten traden daar­
na veel minder frequent op 
Op 13-12-1968 werd een totale gebits-
extraktie verricht (afd Kaakchirurgie, 
hoofd prof С A Merkx) onder bescher­
ming van PPSB Patient kreeg op 13-12 
80 ml PPSB (Nijmegen) en vervolgens 40 
Fig 12 Behandeling van patient A Rk met PPSB Ni/megen (/) en 4 stollmgsfaktoren 
concentraat Amsterdam (I) en bepaling van de half waarde tijd van faktor IX m vivo 
Stolhngsfaktorbepalmg direkt voor toediening van het concentraat o Berekende 
regressieli/n 
De toegediende hoeveelheid stolhngsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de equi 
valente hoeveelheid vers titraatplasma in ml 
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ml per dag t/m 26-12 Vanaf 
17-12 kreeg patient gedurende 
3 dagen 4 stollingsfaktoren 
concentraat (Amsterdam) in 
de/elfde dosis (¿ie figuur 12) 
Gewicht 41 kg, hematocnet 
0,35 1/1 Op 14- en 15-12 had 
hij temperatuurverhoging tot 
38,3 С Overigens was de tem­
peratuur steeds normaal br 
deden zich geen komplikaties 
voor 
Op 26-03-1970 werd patient 
wederom opgenomen, omdat 
hij daags tevoren tijdens licha­
melijke inspanning plotseling 
heftige buikpijn kreeg Er bleek 
een Subileus te bestaan, die 
waarschijnlijk werd veroor­
zaakt door een intramurale 
bloeding m de darmwand Hiervoor pleitte 
ook het feit, dat na enkele dagen een hema-
toom zichtbaar werd in het laparotomie-
litteken Patient werd vanaf 27-03 behan­
deld met 4 stollingsfaktoren concentraat 
(Amsterdam), de eerste dag 90 ml, later 60 
ml per dag en op 01-, 02- en 03-04 met 
PPSB (Nijmegen), resp 30, 60 en 90 ml per 
dag (zie figuur 13) De pijnklachten en de 
subileus-verschijnselen verdwenen binnen 
enkele dagen Gewicht 43 kg, hematocnet 
0,40 l/l Temperatuur op 31-03 38,3°C, op 
01 04 38,0 C, overigens normaal tot pa­
tient op 09-04 plotseling koorts krijgt tot 
40,3 С door een akute tonsillitis Deze 
werd met antibiotica behandeld 
\mtramurale darmbloeding 
A-Rk 
PPSB (eq ml vera plasma) 
1500-1 
¡1 II ! IUI, 
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Patient W Rk 
(Man, geboren in 
Fig 14 _ 
-iiUl 
1929) Ernstige hemo- 1967 17/2 18 19 20 21 
hig l 1 Behandeling ιαη patient A Rk met 4 stollingsfaktoren concentraat Amsterdam (!) 
en PPSB Nijmegen f/) en bepaling van de halfwaardeti/d ι an faktor IX m uvo 
Stollingsjaktorbepaling direkt voor toediening van concentraat o Berekende 
regressielijn 
De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor m het concentraat is uitgedrukt in de equi 
valente hoeveelheid vers сitraatplasma in ml 
tig 14 Behandeling van patient W Rk met PPSB Parijs f/) en PPSB Nijmegen f/) 
Stollingsjaktorbepalmg direkt voor toediening \an concentraat o 
De toegediende hoe\eelheid stollingsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de equi 
valente hoeveelheid vers citraatplasma m ml 
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1970 
faktor IX (%) 
10 И 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
1970 
-ι 1 г 
21/^ 22 23 24 25 26 27 28 з 
fihe-B (faktor IX < 1%) 
Broer van patient A.Rk Op 
17-12-1967 werd patient 
met spoed opgenomen. Ну 
was daags tevoren gevallen, 
waarna er geleidelijk een 
toenemende zwelling van de 
rechter wang was ontstaan 
Hij kon de mond niet goed 
openen. Hij werd behandeld 
met achtereenvolgens 40 ml 
PPSB (Parijs) op 17-12, 57 
ml PPSB (Nijmegen) op 
18-12, 25 ml PPSB (Nijme­
gen) op 19-12 en 20 ml 
PPSB (Parijs) op 20-12 (zie 
figuur 14) De zwelling ver­
dween snel. Gewicht 57 kg, 
hematocnet 0,38 1/1. De 
temperatuur was normaal. 
Op 07-02-1970 werd patient 
opgenomen met een grote 
pijnlijke zwelling bij linker 
heup en bil Anderhalve 
maand tevoren was hij geval­
len, waarna ter plaatse een 
hematoom was ontstaan Hij 
was elders behandeld met 
bloedtransfusies, waarna de 
klachten tijdelijk verminder­
den. Aangezien de zwelling 
en de pijnklachten weer toe­
namen, wendde patient zich 
tot ons. Hij werd behandeld 
met 4 stollingsfaktoren con­
centraat (Amsterdam) ge­
durende 4 dagen (80 ml per 
dag) en vanaf 1 1-02 met 
PPSB (Nijmegen) (aanvan-
Fig.15. Behandeling van patient W.Rk. met 4 stollingsfaktoren concentraat Amsterdam (¡) 
en PPSB Nijmegen (/) en bepaling van de halfviaardetijd van faktor IX in vivo 
Stollingsfaktorbepaling direkt vóór toediening van concentraat: o. Berekende 
regressielijn: . 
De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de equi-
valente hoeveelheid vers citraatplasma m ml. 
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keüjk 60 ml per dag, later 120, 100 en 50 
ml per dag) (zie figuur 15) De klachten 
namen geleidelijk af 
Aangezien patient sedert 1967 een ver-
hoogd SGPT-gehalte had, dat was gestegen 
tot 118 U/l (normaal tot 15 U/l) en aange-
zien het sedert een half jaar bekend was, 
dat het australie-antigeen in zijn serum aan-
toonbaar was, werd besloten een lever-
biopsie te verrichten onder bescherming 
van PPSB Op 24-02 werd de leverbiopsie 
gedaan Patient kreeg toen 90 ml, de vol-
gende dagen 60 ml en van 28-02 t/m 03-03 
30 ml PPSB (Nijmegen) per dag (zie figuur 
15) Gewicht 57 kg, de hematocnet steeg 
van 0,31 1/1 op 07-02 tot 0,45 1/1 op 11-03 
De lichaamstemperatuur was op 09-02 
38,1 C, doch overigens steeds normaal hr 
deden zich geen komphkaties voor De 
leverbiopsie toonde een nog aktieve hepa-
titis (afd Pathologische anatomie, hoofd 
prof dr Ρ H M Schillings, Katholieke Uni­
versiteit, Nijmegen) Fr werd een behande­
ling begonnen met 30 mg predmson per 
dag 
Patient J Rn 
(Man, geboren in 1936) Frnstige hemo-
fihe-B (faktor IX < l 'r) Gewicht 61,6 kg, 
hematocnet 0,44 1/1 Op 21-09-1970 kreeg 
patient, die een niersteen rechts heeft, een 
hématurie met pijn in de rechter flank Op 
30-09 werd hij opgenomen Patient kreeg 4 
slollingstdktoren concentraat (Amsterdam) 
(80 ml per dag), waarna de klachten snel 
verdwenen Op 05-10 kreeg hij eenmaal 80 
ml PPSB (Nijmegen) (zie figuur 16) De li-
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PPSB( 
1 S 0 0 -
1 0 0 0 -
5 0 0 -
eq ml vere plasma) 
teso 
Fia 17 -+ 1 9 7 0 ^ 17 1β 19 20 21 22 23 
Fig.16. Behandeling van patient J.Rn. met 4 stolhngsfaktoren concentraat Amsterdam (f) 
en PPSB Nijmegen (Ij en bepaling van de halfwaardeti/d van faktor IX in vivo 
Stolhngsfaktorbepahng direkt vóór toediening van concentraat o. Berekende regressieli/n 
. De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor in het concentraat is uitgedrukt in de 
equivalente hoeveelheid vers citraatplasma in ml. 
Fig 17 Behandeling van panent L Rg. met PPSB Nijmegen (I) en bepahng van de half-
waardeti/d van faktor II in vivo 
Stollingsfaktorbepalmg direkt vóór toediening van concentraat o. Gekorngeerde faktor 
II-waarde x. Berekende regressiehjn . De toegediende hoeveelheid stollingsfaktor 
in het concentraat is uitgedrukt in de equivalente hoeveelheid vers citraatplasma in ml. 
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1970 Ъ/г 4 S 6 7 θ 
faktorII(%) 
PPSB (eq ml v e r s p l a s m a ) 
1 5 0 0 . 
1 0 0 0 
5 0 0 
1Э70 9/ 2 10 11 12 13 14 15 16 17 M 19 
Patient L Rg. 
(Man, geboren m 1945) Matig ernstige 
congenitale faktor Il-deficientie (faktor 
Il-gehalte 3%). Broer van patiente M.Rg. 
en patient W.Rg. Gewicht 73,3 kg, he-
matocnet 0,42 1/1. Eind september 1970 
kreeg patient een spierbloeding lateraal 
in het linker bovenbeen, waarvoor hij 
elders werd behandeld met 4 stolhngs-
faktoren concentraat (Amsterdam) Op 
16-10 werd hij opgenomen teneinde het 
hematoom d m v punktie te onlledigen. 
Op 16-en 19-10 kreeg hij resp 74 en 38 
ml PPSB (Nijmegen) (zie figuur 17) Het 
verdere beloop was ongestoord. De li­
chaamstemperatuur was gedurende de 
gehele opneming normaal 
Patiente M Rg 
(Vrouw, geboren in 1949) Matig ern­
stige congenitale faktor 11-deficientie 
(faktor H-gehalte 20) Zuster van pa­
tient L Rg en patient W Rg Gewicht 69 
kg. hematocnel 0,38 1/1 Op 03-02-1970 
werden enkele gcbitselementen geëxtra-
heerd (afd. Kaakdiirurgie, hoofd prof. 
CA. Merkx) onder bescherming van 
PPSB (Nijmegen) (71c figuur 18). Op de 
eerste dag kreeg patiente 46 ml, daarna 
dagelijks 20 ml en de laatste dag 29 ml. 
Het beloop was ongestoord De li-
chaamstemperatuur was steeds normaal. 
Patient W.Rg. 
(Man, geboren in 1941) Matig ernstige 
congenitale faktor Il-deficientie (faktor 
H-gehaltc 29ί). Broer van patient L.Rg. 
en patiente M.Rg Gewicht 77 kg, hema­
tocnel 0,48 1/1. Patient kreeg op 
Fig.18. Behandeling van patient M Rg met PPSB Nijmegen f/) en bepaling van de half-
waardetijd van Jaktor II m vivo 
StoUingsfaktorbepaling direkt voor toediening van concentraat o. Gekorrigeerde faktor 
Il-waarde x. Berekende regressieli/n . 
De toegediende hoeveelheid stollmgsjaktor m het concentraat is uitgedrukt in de equi­
valente hoeveelheid ver? citraatplasma in ml 
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12-06-1969 pijn links m de 
kaak en werd op 14-06 op-
genomen met een abces en 
een hematoom bij de linker 
kaakhoek Hij werd 5 dagen 
behandeld met penbntin, 
waama de klachten sterk 
verminderd waren Voorts 
kreeg hij PPSB (Nijmegen) 
van 14-t/m 18-06, resp 50, 
20, 0, 20, 20 ml per dag (zie 
figuur 19) 
Op 25 06 werd een gebits-
element geëxtraheerd (afd 
Kaakchirurgie, hoofd prof 
С Л Merkx) onder bescher­
ming van PPSB (Nijmegen) 
op 25-06 40 ml, daarna 
dagelijks 10 ml t/m 04-07 
De bchaamstemperatuur 
was op 15-06 37,8°C en 
overigens steeds normaal 
Het beloop was ongestoord 
Ко η klus IL' 
Het toegediende PPSB 
had steeds het gewenste 
effekt Er deden zich 
nooit recidiefbloedingen 
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Fig 19 Behandeling \an patient W Rg met PPSB Nijmegen (Il en bepaling van de half-
waardetijd van faktor Π m vivo 
Stollmgsfaktorbepaling direkt voor toediening van concentraat o Gekorrigeerde faktor 
II waarde χ Berekende regressielijn 
De toegediende hoeieelheid stolhngsfaktor m het concentraat is uitgedrukt m de equi 




NEVENVERSCHIJNSELEN BIJ DE BEHANDEUNG MET PPSB 
Behandeling met PPSB is niet in alle opzichten geheel zonder gevaar. Op zich 
kan injektie van een concentraat met stollingsfaktoren natuurlijk aanleiding 
geven tot komplikaties op het gebied van de stolling en hémostase. In de 
tweede plaats kan PPSB als eiwithoudend preparaat aanleiding geven tot 
antilichaamproduktie bij de ontvanger. In de derde plaats is het mogelijk, dat 
PPSB, bereid uit bloed van ogenschijnlijk gezonde donoren, het hepatitisvirus 
bevat en aanleiding geeft tot het optreden van serumhepatitis. 
A. AKUUT OPTREDENDE BIJWERKINGEN 
De ernstigste akuut optredende bijwerking na het toedienen van stollings-
faktorconcentraten van het type PPSB is de gedissemineerde intravasale 
stolling. Deze kan optreden, indien (een deel van) het protrombine in dit 
preparaat tijdens de concentreringsprocedure in vitro is omgezet in trombine 
(zie hoofdstuk III, blz. 55). 
Gedissemineerde intravasale stolling na toediening van PPSB (Parijs) is 
vermeld door Mònache e.a. (1959). Het betrof een patient met levercirrhose, 
bij wie een leverbiopsie werd verricht. Na toediening van een tweede ampul 
PPSB, waaraan destijds nog geen héparine was toegevoegd, werd de patient 
comateus. Er ontwikkelden zich alle verschijnselen van een verbruiks-
coagulopathie met profuse bloedingen. Na twee-dagen overleed de patient. 
De auteurs vonden achteraf aanwijzingen, dat in het toegediende PPSB trom-
bine aanwezig was. 
Malinvau (1966) vermeldt, dat bij te snelle injektie een bloeddrukdaling 
kan optreden. 
, Tromboflebitis op de plaats van injektie wordt beschreven door Loeliger 
e.a. (1967). Het PPSB (Parijs) wordt door hen als kontinu-infuus gegeven en 
de tromboflebitis treedt dan meestal na 12 uur op, tenzij tevens hydrocor-
tison wordt geinjiceerd. Door Soulier e.a. (1969) en Josso e.a. (1970) werd 
nooit een tromboflebitis gezien. Het PPSB wordt door hen steeds in enkele 
minuten geinjiceerd. Mogelijk verklaart deze andere wijze van toediening het 
verschil in frekwentie van optreden van de tromboflebitis bij de verschillende 
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auteurs 
Koorts na toediening van PPSB wordt eenmaal beschreven (Soulier e a 
1962b) Een half uur na injektie van 80 ml kreeg de patient een koude rilling 
en een temperatuurstijging tot 40oC De symptomen verdwenen snel na 
injektie van promethazinum (phenergan) 
Tullís e a (1965) vermelden bij gebruik van het mtt behulp van BaS04 
bereide stollingsfaktorconcentraut (zie blz 16 ) de volgende klinische 
symptomen bloeddrukdaling, tachycardie tach>pneu en substernale op-
pressiegevoelens Bij laboratoriumonderzoek vonden zij soms verergering 
van tevoren bestaande fibrmolyse, verlenging van de Quicktijd en protrom-
binetijd bij een patient, aktivering van fibrmolyse bij een patient, eenmaal 
mogelijk een hypofibrinogenemic en eenmaal een dubieuze gedissemmeerde 
intravasale stolling 
Gilchrist e a (1969) melden als enig bijverschijnsel van het door hen 
gebruikte preparaat (zie blz 18 ) pijn op de plaats van injektie bij een patient 
Vreeken (1969) noemt als incidenteel optredend bijverschijnsel na toe-
diening van 4 stolhngsfaktoren concentraat (Amsterdam) (zie blz 18 ) het 
optreden van een koortsrcaktie 
Door ons werd tweemaal een ernstige reaktie waargenomen en wel na toe-
diening van PPSB charge 38 en charge 44 
Charge 38 werd gegeven aan patient A Rk die wegens totale gebits-
extraktie werd behandeld Patient werd tijdens de injektie misselijk bleek en 
kreeg een snelle zwakke pols Na verlangzamen van de injektiesnelheid (20 
ml PPSB gedurende 45 minuten) verminderden de symptomen De faktor 
IX-stijging in het plasma van patient was normaal 
Charge 44 werd gegeven aan patient W Hd als voorbereiding op een tand-
heelkundige ingreep Hij gaf na toediening van een halve ml pijn aan in het 
verloop van de gemjiceerde vene en voelde zich vervolgens plotseling onwel 
Hij werd bleek en kreeg een snelle, nauwelijks voelbare pols Na enkele 
minuten waren de symptomen weer verdwenen De rest van charge 44 werd 
niet gegeven 
Hoewel wij daarvoor geen zekere bewijzen hebben, lijkt het toch wel zeer 
waarschijnlijk, dat deze reakties samenhangen met de gevonden hogere trom-
bine- (с q tromboplastische) aktiviteit in deze beide charges (zie blz 57 ) Na 
het in gebruik nemen van calciumfosfaat van de firma Amend in plaats van 
dat van de firma Baker bij de PPSB bereiding is deze komplikatic niet meer 
opgetreden 
Het enige andere door ons waargenomen bijverschijnsel is het soms optre 
den van een lichte pijn in het verloop van de vene waarin geinjiceerd wordt 
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Deze vermindert indien langzamer ingespoten wordt Wij zagen nooit koorts-
reakties of tromboflebitib in aansluiting aan PPSB-toediening 
Konklusie 
Het PPSB, bereid volgens de methode van Soulier met de in hoofdstuk II 
genoemde modificaties en mits niet te snel geinjiceerd, is een veilig produkt 
В IMMUNOLOGISCHE STIMULATIE TOT DE VORMING VAN BLOED­
GROEPANTI LICHAMEN ANTI-A EN ANTI-B DOOR A- EN B-SUB­
STANTIE IN PPSB EN IN HET 4 STOLLINGSFAKTOREN CONCEN­
TRAAT (AMSTERDAM) 
Bij de bereiding en het gebruik van PPSB wordt geen rekening gehouden 
met de bloedgroepen van de donoren of van de patiënten In het plasma, 
waaruit het PPSB bereid wordt, komen antihchamen anti-A en/of anti-B 
voor, indien het afkomstig is van donoren met bloedgroep О, В of A Het 
plasma bevat bloedgroepsubstantie A en/of B, indien het afkomstig is van 
donoren met bloedgroep AB, A of В Door Mollison e а (1941) en Aubert 
e а (1942) werd aangetoond, dat het transfunderen van plasma met bloed­
groepsubstantie A of В een titerstijgmg van de antihchamen anti-A of-B kan 
veroorzaken In het PPSB zijn soms de bloedgroepantigenen aantoonbaar, 
soms de bloedgroepantihchamen De antigenen kunnen voor de patient een 
immunologische prikkel zijn tot de vorming van antihchamen anti-A en 
anti-B Om dit na te gaan werd het volgende onderzoek vemcht (McShine 
e a 1970) 
1 HET AANTONEN VAN DE IMMUNOLOGISCHE STIMULATIE BIJ DE PATIENT 
De volgende bepalingen werden verricht in patientensera, afgenomen vóór 
en na toediening van PPSB (Nijmegen, Parijs) of 4 stollingsfaktoren concen-
traat (Amsterdam) 
a) De komplete agglutininentiter in fysiologisch zout tegen bloedgroep A,-
en/of B-erytrocyten werd bepaald volgens Boorman e a (1970) Bij de 
patiënten W H d , H L , W L e n J F worden in de sera, afgenomen na de 
behandeling met een stollingsfaktorconcentraat, hogere titers komplete 
agglutininen anti-A en/of anti-B (aantoonbaar in fysiologisch zout) gevon-
den dan in de sera afgenomen vóór de behandeling (dag 0) (zie tabel XX). 
Deze stijging pleit voor een immunologische stimulatie veroorzaakt door 
het stollingsfaktorconcentraat 
Bij patient Ρ Ρ is deze titerstijgmg afwezig, bij patient W Rk treedt 
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00 TABEL XX 
0 1
 Immunologische stimulatie tot de vorming van bloedgroepantilichamen anti-A en anti-B na toediening van PPSB (Nymegen, Parijs) en 4 































PPSB Parus 1.160 ml 
PPSB Paqis 270 ml 
PPSB Nijmegen 160 ml 
4stollA ,dam 140 ml 
4stoll.A'dam 510 ml 
PPSB Panjs 620 ml 
PPSB Numegen 170 ml 
4 stoll.A'dam 420 ml 
4 stoll.A'dam 340 ml 













































































eenmaal geen titerstijging op; eenmaal is geen volledige beoordeling moge­
lijk, omdat een monster van dag 0 ontbreekt. 
b) De agglutininentiter bij verdunning in geinaktiveerd AB-serwn tegen Aj -
of B-erytrocyten (patient W.Hd. en W.L.) werd bepaald volgens Boorman 
e.a. (1970). De agglutininentiters, bepaald in geinaktiveerd AB-serum, 
tonen bij patient W.Hd. een veel hogere stijging dan die bepaald in fysio­
logisch zout. Bij patient W.L. daarentegen is de titerstijging bepaald in 
fysiologisch zout het grootst (zie tabel XX). De komplete IgM-antilicha-
men worden gemakkelijker geneutraliseerd door de AB-substantie, aan­
wezig in het AB-serum dan de (inkomplete) IgG-antilichamen, terwijl de 
agglutinatie door inkomplete IgG-antilichamen sterk bevorderd wordt in 
een medium van AB-serum. Mogelijk werden bij patient W.Hd. veel IgG-
antilichamen en bij patient W.L. voornamelijk IgM-antilichamen gevormd 
(Polley e.a. 1963). Het is bekend, dat bij personen met bloedgroep O 
(patient W.Hd.) de vorming van IgG-antilichamen meestal overweegt over 
die van IgM-antilichamen, dit in tegenstelling tot personen met bloed­
groep A (patient W.L.) of В (Mollison 1967). 
c) De hemolysinentiter tegen A ^ of B-erytrocyten (patient W.Hd., H.L. en 
W.L.) werd bepaald volgens de methode beschreven door Mollison 
(1967). Hierbij wordt een 5%-suspensie van erytrocyten gebruikt en vers 
menselijk serum als bron van complement toegevoegd. De hemolysinen­
titer anti-A of anti-B stijgt bij patient W.Hd. en W.L. Patient H.L. heeft na 
behandeling met PPSB geen hemolysinen in het serum (zie tabel XX). 
d) De titer van de inkomplete antilichamen anti-A werd bepaald in de serum-
monsters van patient W.Hd. Indien een serum een mengsel van komplete 
en inkomplete antilichamen anti-A bevat, kan men de inkomplete anti­
lichamen niet zonder méér aantonen. Indien n.l. een indirecte Coombstest 
met A [-erytrocyten wordt verricht, zal deze positief zijn door de kom-
plete antilichamen. Dit blijkt uit het feit, dat de erytrocyten na sensibili-
satie met een dergelijk serum, ook na grondig wassen, agglutineren in 
fysiologisch zout zonder de aanwezigheid van antiglobulineserum. Indien 
men de inkomplete antilichamen aan wil tonen, dienen de komplete anti-
lichamen tevoren selektief te worden geneutraliseerd met AB-substantie. 
Dit werd gedaan volgens Witebsky (1948) met enkele kleine modifikaties. 
Met een reeks AB-substantieverdunningen (Merck Sharp and Dohme, 
U.S.A.), toegevoegd aan het te onderzoeken serum, werd de minimale 
hoeveelheid AB-substantie bepaald die nodig was om de komplete anti-
lichamen volledig te neutraliseren. 
87 
TABEL XXI 
Onderzoek op inkomplete antihchamen anti-A bij patient W.Hd. 
Serum dag 0 geinkubeerd met zout 
Serum dag 0 geinkubeerd met AB-subst. 
Serum dag 74 geinkubeerd met zout 
Serum dag 74 geinkubeerd met AB-subst. 











In tabel XXI zijn de titers weergegeven van het serum van patient W.Hd. 
op dag 0 en dag 74, na inkuberen gedurende 30 minuten bij kamertempera-
tuur met resp. een gelijk volume fysiologisch zout en een gelijk volume 
AB-substantie in bovengenoemde optimale d.w.z. minimale concentratie. De 
resultaten na inkuberen met andere concentraties AB-substantie zijn niet 
vermeld. De titers werden als volgt bepaald. Van de serummengsels werden 
verdunningen gemaakt in fysiologisch zout en deze verdunningen werden 
geinkubeerd gedurende 1 uur bij kamertemperatuur met 1/7 volume van een 
15% Ai-erytrocytensuspensie. De geinkubeerde erytrocyten werden vervol-
gens driemaal gewassen en op een glasplaat gemengd Io met fysiologisch zout 
en 2° met anti-IgG-serum (Coombstest), waarna de agglutinatie werd afgele-
zen. De titer, bepaald met fysiologisch zout, is weergegeven in de eerste 
kolom van tabel XXI, de titer, bepaald met anti-IgG-serum, in de tweede 
kolom. 
Het blijkt dat op dag 0 geen inkomplete antilichamen in het serum van 
patient W.Hd aantoonbaar zijn. Immers, indien zoveel AB-substantie wordt 
toegevoegd, dat er geen komplete antilichamen meer aantoonbaar zijn (titer 
met zout), is ook de Coombstest negatief (titer met anti-IgG-serum). 
Op dag 74 zijn er wel inkomplete antilichamen anti-A aantoonbaar. 
Immers nadat in dit serum de titer van de komplete antilichamen door 
toevoeging van AB-substantie is verlaagd van 32 tot negatief, blijkt de titer 
met anti-IgG-serum nog 64 te bedragen. 
Samenvattend werden bij vier van de zes onderzochte patiënten tekenen 
van immunologische stimulatie tegen bloedgroepsubstantie A of В gevonden, 
n.l. bij patient W.Hd., H.L., W.L. en J.F. Bij patient P.P. wordt geen reaktie, 
bij patient W.Rk. eenmaal wel eenmaal niet een reaktie gevonden. 
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2 HET AANTONEN VAN BI OEDGRObPSUBSTANTIE A (resp B) OF AGGLUTINI 
NEN ANTI-A (resp ANT1-B) IN PPSB EN 4 STOLLINGSFAKTOREN CONCFN 
TRAAT(AMSTbRDAM) 
a) Bloedgroep A- (resp B-) substantie in het PPSB werd aangetoond door 
middel van een inhibitietest volgens Aubert e a (1942) Hierbij wordt de 
titer vergeleken van een anti-A- (resp anti-B-) serum tegen Aj - (resp B-) 
erytrocyten, na inkuberen gedurende een г uur bij kamertemperatuur 
met een gelijk volume fysiologisch zout of PPSB Indien de titer na inku­
beren met PPSB duidelijk lager is dan na inkuberen met fysiologisch zout, 
betekent dit, dat er in het PPSB A- (resp B-) substantie aanwezig is 
b) De titer in fysiologisch zout van de agglutmerende antiluhamen anti-A 
(resp anti-B) in PPSB werd bepaald met erytrocyten van bloedgroep A] 
(resp B) volgens Boorman e a (1970) De aanwezigheid van pseudo-
agglutinatie kon worden uitgesloten door kontroletesten met erytrocyten 
van bloedgroep O die negatie! bleken 
Elf charges PPSB (Parijs), zes charges vier stollingsfdktoren concentraat 
(Amsterdam) en dertien charges PPSB (Nijmegen) werden onderzocht op 
aanwezigheid van bloedgroepsubstantie en bloedgroepagglutininen Zoals in 
tabel XXII is weergegeven, veroorzaakten de charges PPSB (Parijs) no 3 en 4 
en de charges vier stolhngsfaktoren concentraat (Amsterdam) no 1 en 3 een 
duidelijke titerdahng van een anti-A-serum Dezelfde charges tonen tevens 
een lage titer anti A-antilichamen In de onderzochte charges PPSB 
(Nijmegen) werd met de gebruikte techniek geen bloedgroepsubstantie 
gevonden De titer aan antihchamen anti-A of -B in het Nijmeegs preparaat 
was zeer laag 
Konklusie 
De gevonden immunologische stimulatie van de antihchamen anti-A en 
anti-B wordt verklaard door de aanwezigheid van A- en B-substantie in som­
mige charges van de stolhngsfaktorconcentraten Wij hebben geen verklaring 
voor het feit, dat in het Nijmeegse PPSB geen bloedgroepsubstantie en 
nauwelijks antihchamen anti-A of -B aantoonbaar zijn 
De gevormde immuunantihchamen anti-A en -B kunnen wellicht van 
klinisch belang zijn voor de patient Indien aan een dergelijke patient een 
ABO-inkompatibele bloedtransfusie gegeven wordt, zal men een ernstiger 
transfusiereaktie kunnen verwachten Indien het een vrouw betreft, zal een 
hoge titer IgG-antihchamen bij een zwangerschap wellicht aanleiding kunnen 
geven tot het ontstaan van de morbus hemolyticus neonatorum t g ν ABO-
antagonisme 
Het is niet te verwachten, dat de antihchamen anti-A en anti-B, welke 
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soms aanwezig zijn in het stollmgsfaktorconcentraat, een erytrocytenafbraak 
bij de patient veroorzaken, aangezien nooit hoge titers gevonden werden. 
TABEL XXII 
Het aantonen van bloedgroepsubstantie A resp. В en van jgglutinmen anti-A resp. anti-B 




























































































































































































С. BESMETTING MET SERUMHEPATITIS 
Aangezien PPSB bereid wordt uit plasma, dient men er rekening mee te 
houden, dat het besmet kan zijn met het serumhepatitis-virus. Dit geldt 
temeer, daar bij de bereiding van het PPSB van grote plasma-'pools' wordt 
uitgegaan, zodat het plasma van één besmette donor een grote hoeveelheid 
PPSB kan contamineren. Door Didisheim (1959) werd reeds op dit nsiko 
gewezen. Door Soulier e.a. (1969) en Josso e.a. (1970) is nog geen zeker 
geval van besmetting met serumhepatitis na behandeling met PPSB (Parijs) 
waargenomen. 
TABEL XXIII 
Het voorkomen van Au-antigeen en -antihchaam Ъц hemofiliepatienten zoals opgegeven in 
de literatuur 
Auteur 





Krassnitzky e.a. (1970) 
Lewis (1970) 
Soulier e.a. (1970) 
Soulier e.a. (1970) hemofiUe-A 
hemofihe-B 
Kunst e.a. ( 1970b) hemofihe-A 
hemofibe-B 
Vergame.a. (1970) 



































































De ontdekking van het Australië (Au)-antigeen en -antihchaam en de 
goede methoden tot het aantonen daarvan hebben nieuwe mogelijkheden 
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geschapen voor de bestudering en preventie van de serumhepatitis (Blumberg 
e a 1967, Prince 1968) Aan de betekenis van het Au-antigeen zijn diverse 
recente overzichtsartikelen gewijd (Blumberg e a 1970a, 1970b, 1970c, 
Borst-Eilers 1970, Shulman 1970) 
Bij patiënten met hemofilie A en В wordt het Au-antigeen en -antihchaam 
vaak gevonden (zie tabel XXIII) Dit wijst er dus op, dat veel patiënten een 
infektie met het serumhepatitis-virus doormaken Het voorkomen van 
Austrahe-antigeen in PPSB en het optreden van hepatitis na toediening ervan 
werd door ons nader onderzocht 
Methode 
Het onderzoek op Au-antigeen en -antihchaam werd naast elkaar volgens 





ad 1 De immunodiffusietechmek volgens Ouchterlony wordt uitgevoerd 
zoals is aangegeven door Prince (1968) met enige modifikaties (Kunst e a 
1970a, 1970b) Glaasjes van 5 χ 5 cm worden dun ingesmeerd met een 
oplossing van agarose 1,3% in aqua dest en gedurende 15' verhit op 100oC in 
een stoof Vervolgens worden de glaasjes elk bedekt met 4 ml agarose 
(l'Industrie biologique française) 0,9% m de volgende buffer NaCl 0,1 M, 
Tris 0,01 M, pH 7,6, bDTA 0,001 M protaminesulfaat 0,01% Na het stijf 
worden van de agar worden daarin 7 gaatjes geponst met een diameter van 7 
mm Om een centraal gat komen zes 
gaatjes zodanig, dat de afstand van hun 
rand tot de rand van het centrale gat 3 
mm bedraagt (zie figuur 20) 
In het centrale gat (gat 1) komt 
steeds een Au-antihchaam-bevattend 
serum In gat 2 en 5 komt steeds een 
Au-antigeen-bevattend serum De gaten 
3, 4, 6 en 7 worden gevuld met te onder-
zoeken sera Vervolgens laat men de 
glaasjes gedurende 3 χ 24 uur bij kamer­
temperatuur in een vochtige ruimte 
staan De dan ontstane precipitatiehjn-
tjes kan men het best zien tegen een don­
kere achtergrond bij zijlicht Tussen gat 
1 en 2 en gat 1 en 5 moet steeds een 








2 en 5 antigeen 
3 4 6en7 te onderzoeken sera 
Fig 20 Schema voor de Ouchter­
lony techniek bij onderzoek naar 
Au antigeen en Au antihchaam 
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het te onderzoeken serum en gat 1 duiden op de aanwezigheid van antigeen; 
lijntjes tussen het te onderzoeken serum en gat 2 of 5 duiden op de aan­
wezigheid van antilichaam. 
Vervolgens worden de glaasjes 3 χ 24 uur gespoeld in een oplossing van 
NaCl 0,45'/ (die dagelijks ververst wordt) teneinde de niet geprecipiteerde 
eiwitten te verwijderen. Daarna worden de glaasjes één uur in aqua dest 
geplaatst, bedekt met nat filtreerpapier en gedroogd in een stoof van 370C. 
Tenslotte worden zij gekleurd met amidozwart. Door het kleuren worden 
meer details zichtbaar. In figuur 21a bevat het serum in gat 6 het Au-anti-
geen, in figuur 21b bevat het serum in gat 7 het Au-antilichaam. 
V - * ^ " 
ooo V Π '^ 
Fig.21a. Voorbeeld van een Au-antigeen 
bevattend serum in gat 6 
Fig.21b. Voorbeeld van een Au-antili-
chaam bevattend serum in gat 7 
De volgende testiera werden door ons gebruikt. Als antilichaam-bevattend 
serum werd steeds hetzelfde serum van een patient met hemofilie A, als 
antigeen-bevattend serum werd steeds het serum van patient W Rk. (zie blz. 
77) gebruikt. Beide sera toonden een reaktie van identiteit met desbetreffen­
de sera, die ons ter beschikking waren gesteld door Drs. H.G.J. Brummelhuis 
(Centraal Laboratorium van de Bloedtransfusiedienst van het Nederlandsche 
Roode Kruis, Amsterdam). Deze heeft zijn sera weer vergeleken met serum 
afkomstig van Prince (New York) (Brummelhuis, 1971). 
Indien plasma of plasmafrakties werden onderzocht, werd daaruit steeds 
eerst het fibnnogeen verwijderd door toevoeging van trombine. Indien wij in 
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een serum Au-antigeen of -antilichaam diagnostiseerden, was steeds een 
reaktie van identiteit met de testsera aanwezig (zoals in figuur 21) 
ad 2 De komplementbindingsreaktie werd verricht door Dr F Th С 
Willems, afdeling Medische Microbiologie, Katholieke Universiteit te 
Nijmegen (Purcell e а 1969, Willems e a 1970) Als testsera werden dezelfde 
sera gebruikt als in de immunodiffusietechniek 
Resultaat 
Van 15 patiënten met hemofilie В waren een of meer sera beschikbaar 
voor onderzoek Bovendien werd in de ziektegeschiedenis van deze patiënten 
nagegaan 1) of er zich ooit een geelzucht had voorgedaan, 2) of er bij de 
patiënten zonder geelzucht ooit een verhoging van het SGPT was gemeten 
Hoewel deze beide laatste bevindingen zeker niet bewijzend zijn voor een 
serumhepatitis, mag men, indien zij zich bij een hemofihepatient voordoen, 
wel aannemen dat zij waarschijnlijk door serumhepatitis zijn veroorzaakt 
TABFLXXIV 


































Tabel XXIV toont de bevindingen Bij drie van de vijftien patiënten werd 
het Au-antigeen gevonden, bij zes het Au-antilichaam Vijf patiënten hebben 
een geelzucht in de anamnese en bij drie patiënten bestaat een verhoging van 
het SGPT ТУ/с van de hemofilie-B-patienten toont tekenen van een door­
gemaakte infektic met serumhepatitis 
Ter vergelijking zijn dezelfde gegevens voor patiënten met hemofilie-A 
vermeld Deze maken het waarschijnlijk, dat hemofilie-B-patienten vaker nog 
dan de hemofilie-A-patienten een infektie met serumhepatitis doormaken 
Ook door Soulier e а (1970) werd gevonden, dat het Au antigeen bij hemo-
filie-B-patienten relatief vaak voorkomt (tabel ХХШ) 
Twee hemofilie B-patienten met Au-antigeen in het serum zijn reeds meer 
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dan ÌVi jaar positief (patient W E en patient W Rk ) Patient W Rk heeft, 
reeds minstens driejaar, een verhoogd SGPT-gehalte (50-120 U/l) en blijkens 
een leverbiopsie bovendien een nogaktieve hepatitis (Afdeling Pathologische 
Anatomie, hoofd Prof Dr Ρ H M Schillings, Katholieke Universiteit, 
Nijmegen) Bij een andere patient (A Hg blz 113) bestaat de verhoging van 
het SGPT (± 50 U/l) ook reeds minstens driejaar Bij de derde patient (W L 
blz Π 4) is het SGPT al een jaar verhoogd (± 50 U/l) 
De besmettingsbron voor hemofihepatienten kan zijn 1) bloed dat gege­
ven wordt bij operaties en grote bloedingen, 2) de stollings-
faktorconcentraten Deze laatste worden verreweg het vaakst gegeven aan 
onze patiënten Door ons werden daarom 12 charges PPSB (Nijmegen) 
onderzocht op de aanwezigheid van Au-antigeen Dit was in geen van de 
charges aantoonbaar Het aantonen van het Au-antigeen in het PPSB wordt 
echter bemoeilijkt, omdat het plasma van een positieve donor 1 op 60 
verdund wordt in de plasma-'pool' 
Daarom werd een charge PPSB gemaakt, uitgaande van Au-positief 
plasma Hiertoe werd van twee dialysepatienten (Afdeling Nefrologie, hoofd 
Dr Ρ G А В Wijdeveld, Instituut voor Inwendige Ziekten), waarvan het 
serum positief was voor het Au-antigeen, Vi liter bloed afgenomen in 
Edglugate-Mg Na centrifugeren werden de erytrocyten teruggegeven Aan 
het plasma werd ccn gelijk volume Edglugate-Mg-plasma van gezonde 
donoren toegevoegd Uit dit plasma mengsel werd PPSB bereid Hierin was 
wel Au-antigeen aantoonbaar (tabel XXV) De titer daarvan in de komple-
ment-bindingsreaktic was in het PPSB lager dan die in het oorspronkelijke 
plasmamengsel 
TABEL XXV 
Au antigeen in PPSB 
12 willekeurige charges 
charge van positief plasma 






Hoewel hieruit niet blijkt dat het Au-antigeen nog besmettelijk is na het 
produktieproces van het PPSB te zijn gepasseerd, dient men daarmee ernstig 
rekening te houden De relatief hoge trekwentie van serumhepatitis bij hemo-
fihe-B-patienten t o ν hemofilie-A-patienten zou in dezelfde richting kunnen 
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wijzen Hierbij dient te worden vermeld, dat de onderzochte patiënten ook 
met het vier stollingsfdktoren concentraat (Amsterdam) werden behandeld 
De hemofilie-A-patienten worden behandeld met cryoprecipitaat. dat uit 
kleine plasma-'pools' (maximaal 4 donoren) wordt bereid Hierdoor wordt de 
kans. om met het plasma van een Au-positieve donor in aanraking te komen, 
kleiner 
Konkluiie 
Het frekwent voorkomen van serumhepalitis bij hemotihepatienten 
maakt de preventie daarvan dringend noodzakelijk Hiertoe dienen bloed-
donoren met in het serum Au-antigeen en -antilichaam te worden opge-
spoord d m ν zo gevoelig mogelijke technieken Het bloed van deze donoren 
mag met worden gebruikt voor transfusiedoeleinden en het plasma evenmin 
voor de bereiding van PPSB 
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H O O F D S T U K VI 
HET GEBRUIK VAN DE ERYTROCYTEN 
WELKE OVERBLIJVEN BIJ DE BEREIDING VAN PPSB 
A DE TOEPASSING VAN EDGLUGATE-Mg-ADENINE ALS BLOED-
CONSERVERINGSVLOEISTOF 
Door Soulier worden de erytrocyten, die bij de plasmawinning vrijkomen, 
niet voor transfusiedoeleinden gebruikt Aangezien aan de in zijn methode 
voorgeschreven EDTA-oplossing geen glucose is toegevoegd (zie tabel XXVI), 
kunnen de erytrocyten niet bewaard worden, indien het bloed in dat anti-
coagulans is opgevangen 
TABCL XXVI 
EDTA-oplossing zoals gebruikt door Soulier e a ( 1969) 
Ν 3 2 Η 2 Η Ο Τ Α 2 Η 2 0 0,350 g 
NaCl 0,325 g 
H 2 0 ad 50 ml 
Hierin wordt 350 ì 400 ml donorbloed opgevangen 
Blocdconserveringsvloeistoffen die onderling werden vergeleken 
t dglugate-Mg 




Na 2 H 2 EDTA2H 2 0 
Na-gluconaat anhydr 
glucose anhydr 
MgCl2 6H 2 0 
H 2 Oad 
Na 2H 2EDTA2H 20 
Na gluconaat anhydr 
glucose anhydr 




























De genoemde hoeveelheden worden gebruikt om er het bloed van eén donor in af te 
nemen (volume van bloed plus conservermgsvloeistof ± 500 ml) 
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Wij hebben vanaf het begin ernaar gestreefd de erytrocyten wel voor 
transfusiedoelemden te gebruiken Zoals in de inleiding werd beschreven, 
heeft het type anticoagulans grote invloed op de adsorptieneiging van de 
stolhngsfaktoren Aangezien wij om praktische redenen calciumfosfaat 
verkozen boven andere adsorbentia, waren wij genoodzaakt uit te zien naar 
een bloedconservenngsvloeistof met EDTA als anticoagulans 
Door Smith e a (1959) werd een dergelijke conservenngsvloeistof ge-
ïntroduceerd, die door hen 'Edglugate-Mg' wordt genoemd (zie tabel XXVI) 
In hun pubhkatie is een drukfout geslopen De hoeveelheid MgCl2 6H2O per 
30 ml oplossing moet zijn 0,0305 g 1 ρ ν 0,305 g (Mollison 1967, 1970) De 
ervaringen bij gebruik van deze conserveringsvloeistof bij 81 operaties met de 
hartlongmachine zijn goed Door een andere groep onderzoekers (Smith e a 
1964, Bentall e a 1964) worden eveneens ervaringen met Edglugate-Mg bij 
327 operaties met de hartlongmachine vermeld 
Over de toxische verschijnselen van intraveneus toegediend EDTA is het 
een en ander bekend, omdat deze verbinding als therapeuticum bij vergifti­
gingen met zware metalen wordt gebruikt (Foreman 1963, Levine 1965) 
Door de eerste auteur wordt geadviseerd om voor therapeutische doeleinden 
niet meer dan 50 mg EDTA per kg lichaamsgewicht per dag te geven in 
periodes van vijf dagen met telkens twee dagen pauze De patiënten, aan wie 
de erytrocyten worden toegediend, die bij de plasmawinning voor de 
PPSB-bereiding overblijven, ontvangen slechts een fraktie van de therapeu-
tisch toelaatbare dagelijkse dosis EDTA (per kolf erytrocyten ± \c/r van deze 
dosis) Met het plasma wordt η 1 ook het overgrote deel (minstens 90'?) van 
het EDTA uit de erytrocytensuspensie verwijderd Toxische effekten zijn dus 
niet te verwachten 
Ook door Blatrix e a (1959a, 1959b) wordt het Edglugate-Mg genoemd, 
doch het PPSB, afkomstig van het hierin opgevangen donorbloed, was niet 
stabiel Gezien onze ervaringen wordt dit waarschijnlijk verklaard door het 
feit, dat destijds nog geen héparine aan PPSB werd toegevoegd Het PPSB, 
dat in ons laboratorium vanaf charge 15 bereid is uit plasma met het Edglu-
gate-Mg volgens Smith, bleek niet instabiel te zijn 
Een eerste onenterend onderzoek wees uit, dat het overlevingspercentage 
der erytrocyten na eén week bewaren acceptabel was (Haanen e a 1969) 
Daarom hebben wij vervolgens onderzocht of de houdbaarheid der erytro-
cyten verbeterde, door adenine aan de conservenngsvloeistof toe te voegen 
(Molhson 1967) Per kolf bloed werd de door De Verdier (1967) aanbevolen 
hoeveelheid van 34 mg adenine gebruikt 
De volgende conserveringsvloeistoffen werden getest Edglugate-Mg, 
Ldglugate-Mg-adenme, ACD en ACD-adenine De samenstellingen van deze 
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vloeistoffen zijn aangegeven in tabel XXVI De kwaliteit van de erytrocyten 
na bewaren van het bloed in een der conservenngsvloeistoffen werd aan de 
hand van de volgende criteria beoordeeld 
1) Overlevingspercentage van de erytrocyten in vivo. 
2) 2,3-Difosfoglyceraat (2,3 DPG)-concentratie m de bewaarde erytrocyten. 
3) Kaliumconcentratie in het plasma van het bewaarde bloed. 
4) Hemoglobineconcentratie in het plasma van het bewaarde bloed 
ACD-bloed, dat maximaal drie weken bewaard is, wordt algemeen ge-
schikt geacht voor transfusiedoeleinden Om te beoordelen of bloed, dat 
gedurende een bepaalde tijd in een andere conservermgsvloeistof is bewaard, 
voor transfusie mag worden gebruikt, worden de bij de bovengenoemde 
onderzoekingen verkregen uitkomsten vergeleken met die, welke gevonden 
zijn bij ACD-bloed, dat drie weken bewaard is. 
Ad 1 Het bepalen van het overlevingspercentage van bewaarde erytrocyten 
in vivo is de beste methode om de kwaliteit van deze erytrocyten te beoor-
delen Aangezien 'niet levensvatbare' erytrocyten binnen 24 uur uit de cirku-
latie verwijderd worden en de overblijvende erytrocyten een normale over-
levingsduur hebben, kan men volstaan met het bepalen van het 24-uurs 
overlevingspercentage (Molhson 1967) Als extra kontrole werd bovendien 
het overlevingspercentage na 48 uur en 7 dagen bepaald Teneinde de moge-
lijkheid tot het overbrengen van serumhepatitis uit te sluiten, werden steeds 
aan een persoon eigen erytrocyten toegediend 
Van personen zonder hematologische afwijkingen werd via een gesloten 
systeem bloed afgenomen in een steriel flesje van 30 ml met één van de te 
onderzoeken conscrveringsmedia (tabel XXVI). Dit bloed werd bewaard in 
de bloedbank bij +4°C gedurende 1, 2, 3, 4 of 5 weken Daarna werden de 
erytrocyten voorzichtig gemengd met het bovenstaande plasma. Het bloed 
werd gecentrifugeerd (15 minuten 1400 g). Het plasma werd afgezogen en 
daarin werd de kalium- en hemoglobineconcentratie bepaald (zie ad 3 en ad 
4) Aangezien na het bewaren van het bloed het niet steeds mogelijk was een 
erytrocytenoverleving te bepalen, is het aantal waarnemingen hiervan gerin-
ger dan het aantal kalium- en hemoglobinebepalingen in het plasma Ook de 
'buffyeoat' werd zoveel mogelijk verwijderd 
De erytrocyten werden met 5 'Cr gemerkt (Molhson 1967) en vervolgens 
ingespoten bij de persoon bij wie zij waren afgenomen Vijf en tien minuten 
na injektie werd een monster bloed afgenomen en de radioaktiviteit van de 
erytrocyten werd bepaald na korrektie voor de radioaktiviteit in het plasma 
(Isotopcnlaboratonum, hoofd Dr J A. Flendng, Instituut voor Inwendige 
Ziekten) De hoogste van de twee aktiviteiten werd als 100%-waarde geno-
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men. Vierentwintig uur, achtenveertig uur en zeven dagen na injektie werden 
monsters afgenomen, waarvan de aktiviteiten, eveneens na korrektie voor 
plasma-aktiviteit werden vergeleken met de 100%-waarde direkt na inspuiten. 
24 u u r s overlevinqspercentage erytrocyten 
ACD ACD-adenme edglugate-Mg* edglugate-Mg-ademne 
40 
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Fig.22. 24-uurs overlevingspercentage m vivo van erytrocyten, die gedurende verschillende 
perioden m verschillende conservenngsvloeistoffen werden bewaard. De gemiddelde waar-
de, gevonden bi] erytrocyten die gedurende 3 weken in ACD waren bewaard, is door een 
stippelliin aangegeven. 
In figuur 22 zijn de erytrocyten-overlevingspercentages grafisch weergege-
ven, welke werden gevonden 24 uur na injektie, na bewaren van de erytrocy-
ten in de diverse conservenngsvloeistoffen gedurende de verschillende 
perioden. De waarnemingen werden alle bij verschillende personen verricht. 
In figuur 23 zijn de gemiddelde uitkomsten per groep weergegeven van de 
overlevingspercentages niet alleen na 24 uur doch ook na 48 uur en na 7 
dagen. Donorbloed, afgenomen in ACD, wordt gedurende maximaal 3 weken 
geschikt geacht voor transfusiedoeleinden. Hierbij wordt steeds een 24-uurs 
overlevingspercentage van meer dan 707o gevonden (Mollison 1967, Shields 
1969). Het gemiddeld 24-uurs overlevingspercentage van ACD-bloed na drie 
weken bewaren bleek bij dit onderzoek 82,6%. Bloed, afgenomen in Edgluga-
te-Mg, toonde na één week bewaren en bloed, afgenomen in Edglugate-Mg-
adenine, toonde na drie weken bewaren een 24-uurs overlevingspercentage 
boven de 80%. 
Dat het ACD-adenine-bloed langer bewaard kan worden dan het ACD-
bloed is uit de literatuur bekend (De Verdier 1967, Mollison 1967, Shields 
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1969). Ook in ons materiaal wordt dit bevestigd. ACD-adenine-bloed, dat vijf 
weken bewaard werd, heeft nog een 24-uurs overlevingspercentage duidelijk 
boven 80%. 
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Fig.23. Gemiddeld overlevingspercentage in vivo van erytrocyten direkt na injectie 
(100%) en na resp. 24 uur, 2 dagen en 7 dagen. De erytrocyten werden in verschillende 
conserveringsvloeistoffen bewaard gedurende 1 week / — ) , 2 weken I—), 3 weken 
(•—•), 4 weken ( I en 5 weken (• ). 
Ad 2. Het 2,3-difosfoglyceraat (2,3 DPG)-gehalte van bewaarde erytrocyten 
is een belangrijke parameter voor de functionele volwaardigheid met betrek­
king tot het zuurstoftransport in vivo (Benesch e.a. 1969, de Leeuw 1970). 
Benesch e.a. (1967) en Chanutin e.a. (1967) vonden, dat de affiniteit van 
hemoglobine voor zuurstof afneemt (d.w.z. dat er een rechtsverschuiving van 
de oxyhemoglobine-dissociatiecurve optreedt), naarmate meer 2,3 DPG aan 
het hemoglobine werd gebonden. Een lage affiniteit van hemoglobine voor 
zuurstof is gunstig voor het zuurstoftransport in het lichaam aangezien het 
bloed dan gemakkelijker zuurstof af kan staan in de weefsels. 
In ACD-bloed dat bewaard wordt, treedt een sterke linksverschuiving van 
de oxyhemoglobinedissociatiecurve op. Chanutin verklaart dit uit de optre­
dende daling van het 2,3 DPG-gehalte van de erytrocyten. Hoewel het 2,3 
DPG-gehalte en de oxyhemoglobinedissociatiecurve na transfusie van de 
erytrocyten in vivo normaliseren in de loop van uren tot dagen, heeft de 
patient de eerste tijd na transfusie minder profijt van het bloed. 
Bij het hier beschreven onderzoek werd de 2,3 DPG-concentratie in 
andere bloedmonsters gemeten dan die waarin de andere in dit hoofdstuk 
besproken metingen werden verricht. Van vier gezonde donoren werd bloed 
afgenomen in telkens drie verschillende conserveringsvloeistoffen, n.l. in 
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Edglugate-Mg, in Edglugate-Mg-adenine en in ACD, alles in flesjes van 30 ml. 
Het bloed werd bewaard bij +40C en er werden monsters genomen op dag 0 
(1 uur na afnemen) en na 1, 2, 3 en 4 weken In deze monsters werd het 2,3 
DPG-gehalte bepaald (hematologisch laboratorium. Drs. H. Baadenhuijsen, 












Fig.24. 2,3DPG-gehalte m erytrocyten, die gedurende verschillende perioden m verschil­
lende conservenngsvloeistoffen werden bewaard 
In figuur 24 zijn de gevonden waarden weergegeven. Indien bloed werd 
afgenomen in ACD, was het 2,3 DPG-gehalte der erytrocyten na twee weken 
tot 0 gedaald. Deze snelle daling is bekend uit de literatuur (Bunn e.a. 1969, 
de Leeuw 1970). Het 2,3 DPG-gehalte daalde veel langzamer in het bloed, 
dat bewaard werd in Edglugate-Mg of Edglugate-Mg-adenine, en bedroeg na 
een bewaartijd van drie weken gemiddeld resp. 17,8 en 16,0 en na een 
bewaartgd van vier weken resp. 2,0 en 5,3 pmol/lO' ' erytrocyten. 
Er is ons geen literatuur bekend, waarin een dergelijk onderzoek wordt 
beschreven. Van een andere bloedconserveringsvloeistof, n.l. de 'citrate-
phosphate-dextrose' (CPD) is het wel bekend, dat het 2,3 DPG-gehalte van 
de daarin bewaarde erytrocyten slechts langzaam daalt. Deze langzame daling 
wordt toegeschreven aan de hogere pH van het plasma (Prins e.a. 1969, de 
Leeuw 1970). Mogelijk hangt de langzame 2,3 DPG-daling in het Edglugate-
Mg(-adenine)-bloed ook met de hogere pH samen. (pH Ьц +40C van Edglu-
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 
weken bewaarlijd 
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gate-Mg-adenine-plasma 7,75, van AÇD-plasma 7,15.) Een nader onderzoek 
naar de oorzaak van de langzame 2,3 DPG-daling is zeker gewenst. 
Ad 3. De kaliumconcentratie is in de erytrocyt veel hoger dan in het plasma 
(resp. ± 140 en ± 4 mmol/1). Voor het handhaven van dit verschil is een 
normale funktie van de celmembraan nodig. Een stijging van het kalium-
gehalte in het plasma van bewaard bloed is een gevolg van een lekkage van 
het intracellulaire kalium naar buiten ten gevolge van een verminderde 
funktie of een beschadiging van de celmembraan. 
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Fig. 25. Kaltumgehalte in het plasma van bloed, dat gedurende verschillende perioden in 
verschillende conserveringsvloeistoffen werd bewaard. De gemiddelde waarde, gevonden 
in plasma van bloed, dat gedurende 3 weken in ACD was bewaard, is door een stippellijn 
aangegeven. 
Naarmate het bloed langer wordt bewaard, bereikt het plasma-kalium-
gehalte hogere waarden. De gevonden waarden (klinisch chemisch labora­
torium, hoofd: Dr. A.P. Jansen, Instituut voor Inwendige Ziekten) zijn weer­
gegeven in figuur 25. De stijging is het sterkst bij gebruik van Edglugate-Mg 
als conserveringsvloeistof. De toevoeging van adenine heeft hier een gunstige 
invloed, vooral gedurende de eerste twee weken van het bewaren. De kalium­
concentratie in het plasma van het Edglugate-Mg-adenine-bloed, dat drie 
weken werd bewaard, is echter hoger dan in ACD-bloed, dat drie weken werd 
bewaard, gemiddeld resp. 25 en 20 mmol/1. 
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Ad 4 De hemogìobineconcentratie in het plasma v«m het bewaarde bloed is 
een directe maat voor de hoeveelheid erytrocyten die tijdens het bewaren te 
gronde zijn gegaan (hémolyse) 
hemoglobmegehalte in plasma (g/l) 
ACD ACD-ademne edglugtrte-Mg edglugate Mg-adenme 
τ 1 1 r 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
weken bewaartijd 
Fig 26 Hemoghbinegehalte m het plasma van bloed, dat gedurende lersthillende 
perioden in verschillende conservenngsiloeistoffen werd bewaard De gemiddelde waarde 
gevonden m plasma van bloed, dat gedurende 3 weken ¡n ACD was bewaard is door een 
stippellijn aangegeven 
De gevonden waarden (klinisch chemisch laboratorium, hoofd Dr Α Ρ 
Jansen, Instituut voor Inwendige Ziekten) zijn weergegeven in figuur 26 
Naarmate het bloed langer bewaard wordt, neemt de hémolyse toe Het 
sterkst is deze bij gebruik van Fdglugate-Mg als conscrveringsvloeistof De 
toevoeging van adenine heeft hier een gunstige invloed, doch de plasma-
hemoglobineconcentratie in Ldglugate-Mg-adenine-bloed na drie weken 
bewaren is hoger dan in ACD-bloed na drie weken bewaren, gemiddeld resp 
1,20 en 0,70 g/l 
Aangezien van de diverse conservermgsvloeistoffen verschillende hoeveel-
heden worden gebruikt, is de verdunning van het bloed door de conserve-
nngsvloeistoffen niet gelijk De grootste verdunning treedt op bij gebruik van 
de ACD (adenine)-oplossing, de kleinste bij de Edglugate-Mg-oplossing Bij 
een procentueel gelijke hémolyse ontstaat hierdoor een concentratieverschil 
van het plasmahemoglobine van 15-20% Bij vergelijken van ACD-bloed en 
Edglugate-Mg-adenme-bloed levert een gelijke hémolyse een verschil in 
plasmahemoglobineconcentratie op van ± 10% De gevonden verschillen zijn 
duidelijk groter. De hémolyse in het Edglugate-Mg-ademne-bloed is dus 
inderdaad sterker dan in het ACD-bloed Voor de plasma-kahumconcentratie 
kan dezelfde redenering gelden 
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Копкіичіе De belangrijkste parjineter die werd onderzocht, η 1 het over-
levingspercentdge van de erytrocyten in vivo, toont aan dat bloed, afgeno­
men in hdglugate-Mg-adenine na een bewaarperiode van drie weken bij +40C 
nog voor transfusiedoeleinden mag worden gebruikt Het 2,3 DPG-gehalte 
van de erytrotytcn wijst op een beter zuurstoftransporterend vermogen van 
bloed, dat bewaard is in Ldglugate-Mg of Edglugate-Mg-adenine, dan van 
bloed dat bewaard is in ACD De wat hoge kaliumlekkage uit de erytrocyten 
blijkt geen invloed te hebben op het overlevingspercentage De in bdglugate-
Mg-adenine-bloed optredende hémolyse is sterker dan in ACD-bloed Deze 
hémolyse is kwantitatief ten opzichte van de totale erytrotytenmassa gering 
(< 'i/r) en ten opzichte van de vroege erytrocytenafbraak in vivo te verwaar-
lozen 
В [OGlSTIEKb BESCHOUWTNGhN 
Door de bloedtransfusiedienst van het St Radboudziekenhuis werden 
7 826 kolven bloed uitgegeven in 1969 Hiervan werden er 2 072 gebruikt als 
gecentrifugeerde of gewassen erytrocyten De hierbij vrijgekomen ± 500 liter 
plasma kon worden gebruikt voor de bereiding van plasmafrakties Van 86 
liter plasma werd PPSB bereid ( 1 740 ml) Het overige plasma werd aan het 
centraal laboratorium van de bloedtransfusiedienst van het Nederlandse 
Rode Kruis ter beschikking gesteld De erytrocyten, die na het verwijderen 
van het plasma voor PPSB-bereiding overblijven, moeten thans nog binnen 
enkele uren gebruikt worden Omdat η I de Edglugate-Mg-adenine-oplossing 
niet in plastic dubbelzaksystemen verkrijgbaar is, kan het plasma niet via een 
volkomen steriel gesloten systeem verwijderd worden Dit is momenteel de 
belangrijkste belemmering bij het uitbreiden van de PPSB-produktie 
С HET GEBRUIK VAN ACD-PLASMA VOOR PPSB-BERE1DING 
Aangezien het organisatorisch gemakkelijker zou zijn om van normaal ACD-
plasma PPSB te bereiden, werd naar modifikaties gezocht, die dit mogelijk 
zouden maken Er werd enerzijds getracht om door neerslaan en heroplossen 
van de eiwitten het citraat te verwijderen en anderzijds om na verdunning 
van het ACD-plasma of na toevoeging van Mg^-ionen te onderzoeken, of de 
stolhngsfaktoren dan wel aan calciumfosfaat wilden adsorberen Helaas werd 
geen bevredigend resultaat bereikt 
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TABEL XXVII 
Adsorptie van faktor IX uit onverdund en verdund ACD-plasma aan calcium fosfaat 
50 ml ACD-plasma 
[f IX = I10#1 
adsorberen 250 mg 
Ca-foslaat 
50 ml ACD-plasma + 
50 ml Edglutate-Mg + NaCl 




| f l X = 100%l 
sediment clueren 
in 4 ml 
Na3-citraat 0,18 M 
eluaat 
f IX = 4Vz9, 
bovenstaande 
vloeistof 
| f IX = 35%] 
sediment eluercn 
in 4 ml 




Indien aan ACD-plasma een gelijk volume verzadigde ammomumsulfaat-
oplossing wordt toegevoegd, wordt in de bovenstaande vloeistof na afcentn-
fugeren van het precipitaat en na 24 uur dialyse (tegen Na3-citraat.2H20 
3,8% 1 deel en NaCl 0,9% 5 delen, teneinde een groot deel van het ammo-
mumsulfaat te verwijderen) nog 30% van de faktor IX-aktiviteit teruggevon-
den. Indien het sediment wordt opgelost in het oorspronkelijke plasma-
volume van een mengsel van Edglugate-Mg 1 deel en NaCl 0,9% 9 delen, 
wordt na adsorberen aan calciumfosfaat en na elueren ongeveer 20% van de 
in het oorspronkelijk plasma aanwezige hoeveelheid faktor IX in het eluaat 
teruggevonden. De opbrengst is dus te laag. 
2. ZnClj-UlTZOUTING 
Indien aan citraatplasma ZnCl2 wordt toegevoegd tot een eindconcen-
tratie van 50 mM, wordt nagenoeg alle faktor IX-aktiviteit geprecipiteerd. 
Indien het sediment wordt opgenomen in het oorspronkelijk plasmavolume 
van een mengsel van Edglugate-Mg 1 deel en NaCl 0,9% 9 delen, wordt 
slechts ongeveer 10% van de oorspronkelijke faktor IX-aktiviteit na adsorbe-
ren aan calciumfosfaat en na elueren in het eluaat teruggevonden. Bovendien 
ontstaat er fibrine in het eluaat. 
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TABEL XXVllI 
Adsorptie van faktor IX aan calciumfosfaat uit ACD-plasma met Mg*-ionen 
50 ml ACD-plasma 
|f . lX80%| 
adsorberen 250 mg 
Ca-fosfaat 
50 ml ACD-plasma + 
5 ml Mg Clj 200 mM 






in 4 ml 







in 4 ml 




Indien aan citraatplasma driemaal het volume rivanol (0,4% in aqua dest., 
pH 7,8) wordt toegevoegd, is na afcentrifugeren van het sediment noch in de 
bovenstaande vloeistof noch in het in Edglugate-Mg en fysiologisch zout 
opgeloste sediment faktor IX-aktiviteit aantoonbaar. 
4. VERDUNNING 
Uit ACD-plasma, verdund met een gelijk volume Edglugate-Mg 1 deel + 
NaCl 0,9% 9 delen (tabel XXVII) kan duidelijk meer faktor IX aan Ca-fos-
faat worden geadsorbeerd dan uit onverdund plasma. Dit blijkt uit de hogere 
faktor IX-concentratie die aantoonbaar is in het daarvan afkomstig eluaat 
(54%) vergeleken met de faktor IX-concentratie in eluaat afkomstig van het 
onverdunde plasma (4Vi%). Voor de praktijk blijft de opbrengst echter veel 
te klein. 
5. TOEVOEGING VAN MgCli 
Indien aan ACD-plasma MgClj wordt toegevoegd tot een eindconcen-
tratie van 20 mM, is in het daarvan afkomstige eluaat meer faktor IX-aktivi-
teit aantoonbaar (zie tabel XXVIII). Ook hier is de opbrengst echter veel te 
klein. 
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Indien de eoncentratie MgCl2 verhoogd wordt tot 40 mM, treedt spon-
tdne stolling op Indien dan voor MgCI2 héparine wordt toegevoegd aan het 
ACD-plasma, wordt de faktor IX-concentratie m het eluaat lager Dit is 




ERVARINGEN MET DE BEHANDELING VAN ΡΑΉΕΝΤΕΝ 
MET HEMOFILIE-B 
Bij de behandeling van de bloedingsneiging van patiënten met hemofilie 
kan men twee aspekten onderscheiden, n.l. de behandeling bij bloedingen en 
operatieve ingrepen en de behandeling ter preventie van spontane bloedin-
gen. 
A. DE BEHANDELING BIJ BLOEDINGEN EN OPERATIEVE INGREPEN 
Zogenaamd spontane bloedingen komen bij een ernstige hemofilie niet 
tot staan. Aan uitwendige bloedingen is dit gemakkelijk waar te nemen. Bij 
inwendige bloedingen zoals bij hemartros, spierbloedingen, retroperitoncale 
bloedingen e.d. ontstaat na enige tijd een zo grote spanning in het hema-
toom, dat er een schijnbare stilstand van de bloeding optreedt. Het hema-
toom wordt niet groter meer en de klinikus kan ten onrechte menen dat de 
bloeding staat. In werkelijkheid is er een evenwicht tussen enerzijds resorptie 
van bloed en anderzijds langzaam (tengevolge van de spanning in het hema-
toom) doorbloeden. De bloeding komt pas tot stilstand indien het stollings-
mechanisme voldoende funktioneert. Zodra men dit bewerkstelligt door 
infusie van antihemofiliefaktor ziet men de bloeding stoppen of verdwijnt de 
spanning en de pijn in het hematoom. Vanzelfsprekend moet ook bij opera-
ties en punkties (ook bij beenmergpunkties) het stollingsmechanisme goed 
kunnen funktioneren, willen zij geen aanleiding geven tot levensgevaarlijke 
bloedingen. Ook voor een goede wondgenezing is een intakt stollingsmecha-
nisme noodzakelijk. 
De behandeling van de hemofilicus bij bloedingen of operatieve ingrepen 
moet er op gericht zijn het gestoorde stollingsmechanisme tijdelijk, maar 
voldoende lang te normaliseren. In de praktijk blijkt, dat een faktor IX-gehal-
te van 20 à 30% hiervoor voldoende is. Ook in de literatuur wordt ongeveer 
deze grens als veilig aangegeven. (Loeliger e.a. (1967): eerste t/m vierde dag: 
40%; vijfde t/m tiende dag 30%; elfde t/m veertiende dag 20%; Soulier e.a. 
(1969) en Josso e.a. (1970) 25 à 30%). Een enkele kortdurende daling 
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bijvoorbeeld tot 15% betekent niet, dat er direkt een recidiefbloeding zal 
optreden, maar dient de eerste dagen zo mogelijk voorkomen te worden. 
Door Biggs (1966) wordt opgegeven, dat de faktor IX-concentratie boven de 
10% moet blijven, doch de door haar gebruikte faktor IX-bepalingen geven 
mogelijk te lage waarden. 
De behandeling dient te worden voortgezet tot wondgenezing heeft 
plaatsgevonden. Dit zal vaak na zeven dagen het geval zijn. Bij grote operaties 
kan een langduriger behandeling nodig zijn (tot 14 dagen of langer). Bij 
kleinere bloedingen, bijvoorbeeld in de gewrichten, kan met een korter 
durende behandeling worden volstaan (3 dagen). Soms is een eenmalige 
oplading tot een antihemofiliefaktorgehalte van 30% reeds voldoende voor 
een snelle resorptie van het hematoom. 
De hoeveelheid stollingsfaktor die moet worden toegediend om een 
bepaalde minimumconcentratie in het plasma te handhaven is afhankelijk 
van: 
1) het stollingsfaktorgehalte vóór toediening 
2) de opbrengst in het plasma van de toegediende stollingsfaktor. Deze 
bedraagt voor faktor IX ongeveer 40% (zie hoofdstuk IV). Bij een anemie 
is de zogenaamde verdelingsruimte groter en moet relatief meer PPSB 
worden toegediend. 
3) de snelheid waarmee de toegediende stollingsfaktor in vivo wordt afgebro-
ken. Deze afbraaksnelheid is groter bij infekties, koorts en hyperthyreoi-
die (Loeliger 1963, Loeligere.a. 1963). 
Ook neemt de hoeveelheid stollingsfaktor die per tijdseenheid wordt afge-
broken toe, naarmate de patient meer stollingsfaktor wordt toegediend en er 
een hogere concentratie in het plasma wordt bereikt. Als men bij een patient 
een hogere faktor IX-concentratie in het plasma wil handhaven, zal dit meer 
PPSB kosten 
Indien men globaal wil berekenen, hoeveel PPSB moet worden toegediend 
om een bepaalde stijging van de stollingsfaktorconcentratie bij de patient te 
bewerkstelligen, kan men gebruik maken van de in hoofdstuk IV op blz. 67 
genoemde formule: 
Opbrengst stollingsfaktor = Υ,ρ X 1 C ' " C o -
Vf χ Cf 
Vp = plasmavolume van de patient in ml 
C 0 = concentratie stollingsfaktor in plasma patient vóór toediening PPSB 
C, = concentratie stollingsfaktor in plasma patient na toediening PPSB 
Vf = volume van toegediend PPSB in ml 
Cf = concentratie stollingsfaktor in PPSB 
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De concentratie van de stollingsfaktoren is uitgedrukt in procenten ten 
opzichte van normaal (citraat-)plasma. Wanneer men ervan uitgaat, dat de 
opbrengst van bijvoorbeeld faktor IX in het plasma na toediening aan een 
patient 40% bedraagt, dan kan men de formule aldus schrijven: 
V f x C f i x =
i
^ xVpXiC, - C o ) 
Indien het plasmavolume 42 ml per kg lichaamsgewicht bedraagt: 
Vf x Cfix = ~ χ 42 χ lich.gew. (kg) χ (С, - Со) 
Vf χ Cfix * 100 χ lich.gew. (kg) χ (С! - С 0). 
Indien men een faktor IX-stijging tot 309£ wenst bij een patient met een 
faktor IX-concentratie van < 1% en een lichaamsgewicht van 70 kg, betekent 
dit: 
Vf χ Сих = 100 χ 70 χ 30 = 210.000. 
Indien de faktor IX-concentratie in het PPSB bijvoorbeeld 1700% bedraagt 
ten opzichte van normaal plasma, dan is het volume toe te dienen PPSB: 
., 210.000 
Vf = _
r ^ 5 - 1 2 4 m 1 · 
Deze 124 ml is een eenmalige oplaaddosis voor een patient met een 
faktor IX-gehalte < 1%, die bijvoorbeeld geopereerd moet worden. De onder­
houdsdosis, die tweemaal per dag gegeven wordt, is lager, omdat de faktor 
IX-concentratie in het plasma van de patient gedurende de 12 uur na de 
injektie daalt van 30% naar ± 20%. Om het faktor IX-gehalte opnieuw naar 
30% te doen stijgen is dan slechts ' /3 χ 124 = ± 40 ml PPSB nodig (tweemaal 
per dag). 
Voor een patient met faktor II-deficientie geldt in principe dezelfde 
redenering, met dien verstande dat de opbrengst in het plasma ± 907c, dus 
tweemaal zo hoog is. De oplaaddosis zal dus ongeveer de helft bedragen (60 
ml). Voorts is de halfwaardetijd van faktor II langer, zodat de onderhouds­
dosis (20 ml) slechts eenmaal per dag gegeven hoeft te worden. Aangezien 
bovendien de faktor Il-concentratie in het PPSB vaak hoger is dan de faktor 
IX-concentratie, zijn de hoeveelheden PPSB die nodig zijn voorde behande­
ling van een faktor 11-deficiente patient nog weer beduidend lager. 
Deze berekeningen zijn o.m. nodig om na te kunnen gaan. of voor een 
bepaalde behandeling van een patient voldoende PPSB in voorraad is. Men 
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mag nooit alleen op dergelijke berekeningen varen bij de behandeling van een 
patient Het is steeds noodzakelijk ook stollingsfaktorbepahngen in het 
plasma van de patient te verrichten Een patient kan de stolhngsfaktor ver­
sneld afbreken door mfekties of koorts Ook kan een stollingsfdktorstijging 
na PPSB-toedienmg lager zijn dan verwacht wordt of zelfs uitblijven, doordat 
de patient antilichamen tegen de stolhngsfaktor gevormd heeft 
De bepalingen in het plasma van de patient zijn met alleen nodig om te 
voorkomen dat de patient te weinig PPSB krijgt, maar ook om te voor­
komendat hij te veel /al krijgen Aangezien de stolhngsfaktortoncentraten 
bereid uit menselijk plasma een schaars produkt zijn, dient men er zeer 
zuinig mee om te gaan 
Indien men met de beschikking heeft over PPSB of een ander faktor 
IX-concentraat, is het niet mogelijk om het faktor IX-gehalte van een 
ernstige hemofihe-B-patient alleen met plasma op een voldoende hoog peil te 
brengen en te houden De toe te dienen volumina plasma zijn zo groot ( in 
bovengenoemd voorbeeld oplaaddosis 2,1 1, onderhoudsdosis 0,7 I tweemaal 
per dag), dat een overvulhng van het vaatstelsel zal optreden Het is dan ook 
niet verantwoord een patient met een ernstige hemotilie-B te opereren, als 
dit niet dringend noodzakelijk is indien men niet de beschikking heeft over 
een voldoende hoeveelheid laktor IX-concentraat 
Op blz 73 e ν zijn gegevens vermeld van de patiënten, die behandeld 
werden met het Nijmeegse PPSB Hieruit blijkt, dat ook zeer uitgebreide 
operaties (patient A Rk ) zonder komplikaties kunnen verlopen, indien vol-
doende intensief gesubstitueerd wordt Een hématurie, die zonder behande-
ling dagen, soms weken kan duren, verdwijnt binnen 24 uur, indien PPSB 
wordt toegediend (patient J F , patient Ρ Ρ en patient J Rn ) 
Fen geheel andere behandeling, die kan worden toegepast, is het geven 
van antifibnnolytische preparaten zoals e aminocapronzuur De patiënten 
zelf geven aan, dat een beginnende bloeding soms tot staan kan worden 
gebracht door meteen 2 a 6 g te gebruiken Bij grotere bloedingen kan men 
er zeker niet mee volstaan Indien bij een hématurie fibrmolyseremmers 
worden gegeven, ontstaan soms nierfunktiestoormssen, anurie of merkolie-
ken(Ratnoff 1969) 
В DE BEHANDELING TER PREVENTIE VAN SPONTANE BLOE­
DINGEN 
Bij hemofihepatienten met een hoge frekwentie spontane bloedingen 
kan zowel deze frekwentie verlaagd als de ernst van de bloedingen vermin-
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derd worden door regelmatige profylactische toediening van de ontbrekende 
stollingsfaktor. Bij patiënten met hemofilie-A bestaat hierover reeds veel 
ervaring (van Creveld 1969). 
Door White e.a. (1953c) werd gevonden, dat na toediening van 500 ml 
vers of vers gelyofiliseerd plasma per 10 of 14 dagen aan een 16-jarige patient 
met hemofilie-B het aantal spontane grote bloedingen tot ongeveer de helft 
verminderde. Later (Spaet e.a. 1957) werd deze bevinding bevestigd, ook bij 
twee andere patiënten. Eén van hen (15 jaar) kreeg 500 ml plasma per week, 
de andere ( 13 jaar) kreeg 250 ml plasma per week. 
Biggs (1966) behandelde een hemofilie-B-patient profylactisch met een 
faktor IX-concentraat. Zowel de frekwentie als de ernst van de spontane 
bloedingen verminderden daardoor. De schrijfster adviseert om patiënten 
met een bijzonder ernstige vorm van hemofilie-B profylactisch te behande-
len. 
King (1967) behandelde een 40-jarige hemofilie-B-patient ruim vier jaar 
met wekelijkse infusies van 500 ml vers ingevroren plasma met zeer goed 
resultaat. 
Ook door Josso e.a. (1970) wordt profylactische toediening van PPSB 
twee- of driemaal per week aan hemofilie-B-patienten aanbevolen. 
Door ons werd PPSB (Nijmegen) of vier stollingsfaktoren concentraat 
(Amsterdam) profylactisch toegediend aan vier patiënten met hemofilie-B. 
Patient J.F. (man, geboren in 1938, zie ook blz. 74) wordt sedert april 
1970 profylactisch behandeld met 20 ml vier stollingsfaktoren concentraat 
(Amsterdam) per week. Voordien had patient één à twee flinke gewrichts-
bloedingen per maand. Sedert het begin van de profylactische behandeling 
heeft hij in 11 maanden tijds slechts driemaal een gewrichtsbloeding gehad, 
terwijl ook de ernst ervan is verminderd. 
Patient Α.Hg. (man, geboren in 1939), lijdend aan een ernstige hemo­
filie-B (faktor IX < VA) wordt sedert maart 1970 behandeld met 20 ml vier 
stollingsfaktoren concentraat (Amsterdam) per week. Vóór het begin van de 
profylactische behandeling had hij wekelijks kleinere of grotere bloedingen, 
spontaan of door geringe inspanning. Zowel objektief als subjektief gaat het 
nu duidelijk beter met patient. Hij is soms maanden achtereen klachtenvrij. 
Patient W.Hd. (man, geboren in 1941), lijdend aan een ernstige hemo-
filie-B (faktor IX < 1%), wordt sedert januari 1969 behandeld met 20 ml vier 
stollingsfaktoren concentraat (Amsterdam) per week. Vóór die tijd had 
patient zeer vaak spontane bloedingen. Hij had twee à drie flinke gewrichts-
bloedingen per maand, waarvan hij telkens ongeveer een week last had. Drie-
à viermaal per jaar was een ziekenhuisopneming noodzakelijk. In 1953 werd 
een onderbeenamputatie rechts verricht en in 1968 links, beide malen 
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wegens bloedingen met onbehandelbare infekties. 
Sedert het begin van de profylactische behandeling is de situatie zeer 
sterk verbeterd. Een enkele maal heeft patient zodanige gewrichtsbloedingen, 
dat een extra toediening van 20 ml concentraat nodig is (in 1969: 4 maal; in 
1970: 5 maal). Doch meestal zijn de klachten zodanig, dat post aut propter 
het gebruik van 2 à 6 g e-amino-capronzuur weer verbetering optreedt. Er is 
geen opneming in het ziekenhuis meer nodig geweest wegens een spontane 
bloeding. 
Patient W.L. (man, geboren in 1942), lijdend aan een ernstige hemofilie-B 
(faktor IX < \0/r), broer van patient H.L. (blz.74), werd van juni 1969 tot 
augustus 1970 profylactisch behandeld met 20 ml PPSB (Nymegen) of vier 
stollingsfaktoren concentraat (Amsterdam) per week. Vóór die tijd had hij 
één à tweemaal per maand een gewrichtsbloeding, waarvan hij dan een paar 
weken last had. Gedurende de profylactische behandeling verminderde niet 
de frekwentie van de spontane bloedingen, doch wel de ernst en de duur. 
Opvallend was bovendien dat de bloedingen meestal vijf tot zes dagen na de 
laatste injektie optraden. 
De profylactische behandeling werd beëindigd, omdat er een stijging van 
het SGPT optrad tot ongeveer 50 U/l (normaal < 15 U/l), die in de loop van 
vijf maanden niet verbeterde. Patient maakte in februari 1969 een geelzucht 
door, waarvoor hij thuis werd behandeld. Het meest waarschijnlijk was dit 
een serumhepatitits, aangezien er in patients omgeving geen geelzucht voor-
kwam en omdat hij in oktober 1968 behandeld werd met een kolf bloed en 
met 640 ml vier stollingsfaktoren concentraat (Amsterdam). De SGPT-
stijging, die in 1970 optrad, kan zowel samenhangen met de doorgemaakte 
geelzucht als met de wekelijkse toediening van het PPSB of vier stollings-
faktoren concentraat. 
Bij één van deze vier patiënten heeft de profylactische behandeling met 
faktor IX-concentraat dus een zeer goed resultaat gehad, bij twee een goed 
resultaat en bij één een matig goed resultaat. Onze ervaringen zijn dus even-
eens gunstig. 
In verband met de schaarste van de faktor IX-concentraten komen voor 
deze behandeling voorlopig slechts die patiënten in aanmerking, die ernstige 
klachten hebben. Aan volwassen patiënten wordt éénmaal per week 20 ml 
concentraat (faktor IX ± 2000%), equivalent aan ± 400 ml vers plasma, 
intraveneus toegediend. 
Het is verwonderlijk, dat een zo geringe hoeveelheid toegediend faktor IX 
een zo duidelijk effekt heeft. Een mogelijke verklaring hiervoor is, dat werke-
lijk spontane bloedingen pas optreden bij zeer lage faktor IX-concentraties in 
het plasma, van de grootte-orde van 1% of lager (Biggs 1966). Indien aan een 
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patient met een ernstige hemofilie-B niets wordt toegediend, schommelt het 
faktor IX-gehalte inderdaad om deze waarde, zodat gemakkelijk spontane 
bloedingen optreden. Indien bovendien een verhoogd verbruik optreedt, 
zoals bij infekties of bij bloedingen, dan daalt het faktor IX-gehalte tot 
beneden de kritische waarde. 
Dit is mogelijk een verklaring voor het feit, dat deze patiënten over 
'slechte perioden' klagen: indien zy eenmaal een bloeding hebben, wordt 
deze door andere gevolgd. Als een geringe hoeveelheid exogeen faktor IX 
wordt toegevoerd, blijft het faktor IX-gehalte geruime tijd boven de kritische 
waarde, waardoor de spontane bloedingen en het sekundair verhoogd ver-
bruik van stollingsfaktoren niet optreden en de vicieuse cirkel voorkomen 
wordt. 
Ook aan de hand van laboratoriumonderzoekingen zijn door enkele 
onderzoekers onverwacht langdurende effekten waargenomen na toediening 
van faktor IX. White e.a. (1953a) vonden zeven dagen na toediening van 85 
ml van een faktor IX-concentraat aan een hemofilie-B-patient nog een ver-
korting van de stollingstijd van 240 min. tot 22 min. White e.a. (1953c) 
vonden 17 dagen na toediening van 500 ml bloed aan een hemofilie-B-patient 
een verkorting van de stollingstijd van 78 min. tot 19 min. 
Biggs (1966) vond drie weken na toediening van een hoeveelheid faktor 
IX-concentraat equivalent aan 2000 ml plasma een verkorting van de stol-
lingstijd van 240 min. tot 10 min. 
Een andere profylactische behandeling, die door sommigen wordt toege-
past bij hemofiliepatienten, is het geven van oestrogenen (Egeberg 1970, Abe 
1970). Wij hebben hier geen ervaring mee. Wel kennen wij vier patiënten, die 
elders tijdens de kinderleeftijd hiermee behandeld zijn. Zij hebben alle een 
ernstige groei-achterstand opgelopen. Het betreft drie broers met hemo-
filie-B: patient H.L., 17 jaar, lengte 1,34 m; patient J.L., 25 jaar, lengte 1,50 
m; patient W.L., 26 jaar, lengte 1,52 m; één patient met hemofilie-A: СР., 
24 jaar, lengte 1,50 m. Wij zijn dan ook van mening, dat behandeling met 
oestrogenen niet slechts zonder effekt op de bloedingsneiging, maar tijdens 




Hoofdstuk I geeft een overzicht van de diverse bereidingsmethoden voor 
klinisch bruikbare concentraten van stollingsfaktor IX, waarin bijna steeds 
ook de faktoren II, VII en X geconcentreerd zijn. Van de concentraten, die 
thans in gebruik zijn, is met het door Soulier in 1959 ontwikkeld PPSB de 
langdurigste ervaring opgedaan. 
Hoofdstuk II beschrijft de methode van bereiding van PPSB volgens 
Soulier en de door ons aangebrachte modificaties. Deze hebben tot doel ook 
de erytrocyten, die bij de plasmawinning overblijven, te kunnen gebruiken 
voor transfusiedoeleinden. De belangrijkste modificatie, die wij invoerden, 
was het gebruik van Edglugate-Mg-adenine als bloedconserveringsvloeistof 
(zie hoofdstuk VI). De resultaten van de bepalingen van de stollingsfaktoren 
en de berekende opbrengsten en zuiveringen worden voor alle charges ver-
meld. Er zijn geen aanwijzingen, dat de door ons ingevoerde modificaties een 
ongunstig effekt hebben op het resultaat van de PPSB-bereiding. 
Indien voor een stollingsfaktor een hoge opbrengst wordt gevonden, is in 
het algemeen ook de zuivering hoog. Hoge opbrengsten gaan voor de vier 
stollingsfaktoren in dezelfde charge in het algemeen samen. 
Van de bereidingsmethode zoals die thans wordt toegepast, is de op-
brengst, gemeten aan de hoeveelheid stollingsfaktor die in het PPSB in vitro 
wordt teruggevonden, voor faktor IX ± 40% en voòr de faktoren II, VII/X en 
X ± 50%. De zuivering ten opzichte van het eiwit is voor faktor IX ± 40 maal 
en voor de faktoren II, VII/X en X ± 50 maal. De concentratie van de 
stollingsfaktoren in het PPSB is voor faktor IX rond 1750%, voor faktor II 
2400%, voor het faktor VII/X-complex 2200% en voor faktor X 2200%. 
Deze resultaten zijn niet slechter dan die welke door Soulier worden bereikt. 
Hoofdstuk III beschryft de kontrolen, die van iedere PPSB-charge worden 
verricht alvorens het preparaat aan patiënten wordt toegediend. Naast de 
stollingsfaktor- en eiwitconcentraties wordt steeds de trombine-aktiviteit 
bepaald. In het PPSB behoort geen trombine-aktiviteit aantoonbaar te zijn. 
Er wordt onderzocht, of het PPSB steriel is. Door middel van dierproeven 
wordt nagegaan, of het preparaat vrij is van pyrogenen en toxische stoffen. 
Hoofdstuk IV beschrijft de resultaten bij de toediening van PPSB aan 
patiënten. Het verloop van de plasmaconcentratie van faktor IX en II na 
toediening van PPSB aan patiënten wordt bestudeerd. Het blijkt, dat de 
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verdwijningscurve gedurende de eerste 21 uur na injektie geen duidelijk snel-
lere daling vertoont dan ema. De halfwaardetijd, bepaald aan metingen vanaf 
21 uur na injektie, bedraagt voor faktor IX 24 tot 28 uur en voor faktor II 
45 tot 70 uur. De opbrengst van de toegediende hoeveelheid stollingsfaktor 
in het plasma bedraagt voor faktor IX ongeveer 40% en voor faktor II onge-
veer 90%. Aan de hand van ziektegeschiedenissen van 10 patiënten, 7 met 
hemofilie-B en 3 met een congenitale faktor II-deficientie, wordt het gun-
stige klinische effekt van behandeling met PPSB aangetoond. 
Hoofdstuk V beschrijft de nevenverschijnselen, die bij de behandeling met 
PPSB of vergelijkbare preparaten op kunnen treden. Bü twee charges trad na 
toediening een ernstige reaktie op, die waarschijnlijk veroorzaakt werd door 
trombine-aktiviteit in het PPSB. Na het in gebruik nemen van calciumfosfaat 
van de firma Amend, in plaats van dat van de firma Baker, bij de PPSB-
bereiding is deze complicatie niet meer opgetreden. 
Bij een groot deel van de patiënten behandeld met PPSB of vergelijkbare 
preparaten wordt de vorming van immuun anti-A of -B antilichamen gesti-
muleerd. Deze stimulering blijkt uit a) een stijging van de titer van de kom-
plete agglutininen gemeten in fysiologisch zout; b) een stijging van de 
agglutininentiner gemeten in AB-serum; c) een stijging van de hemolysinentiter 
en d) een stijging van de titer van de inkomplete IgG-antilichamen. De 
specifiek immunologische stimulering wordt waarschijnlijk veroorzaakt door 
de A- of B-bloedgroep-substantie, die soms in PPSB (Parijs) of in het vier 
stollingsfaktoren concentraat (Amsterdam) aantoonbaar is. De gevormde 
antilichamen zijn waarschijnlijk meestal niet van klinisch belang. 
De besmetting met het seramhepatitisvirus is wel een ernstige complicatie 
bij de behandeling met PPSB en vergelijkbare preparaten. Van de onder-
zochte patiënten met hemofilie-B toont 73% tekenen van een doorgemaakte 
serumhepatitis; bij 20% is het Australië (Au-) antigeen aantoonbaar, bij 40% 
het Au-antilichaam; 30% heeft een geelzucht doorgemaakt en 20% heeft een 
langer dan 1 jaar aanhoudende verhoging van het serum-glutamaat-pyruvaat-
transaminase (SGPT). Indien PPSB bereid wordt uit plasma, dat positief is 
voor het Au-antigeen, dan is dit antigeen ook aantoonbaar in het PPSB, zij 
het in een lagere titer. Hieruit bljjkt, dat het noodzakelijk is om het donor-
plasma, dat gebruikt wordt voor de bereiding van PPSB, te testen op de 
aanwezigheid van Au-antigeen. 
Hoofdstuk VI beschrijft een EDTA-bevattende bloedconserveringsvloei-
stof, het Edglugate-Mg-adenine, waarin de erytrocyten drie weken geschikt 
blijven voor transfusiedoeleinden. Dit blykt zowel uit een 24-uurs over-
levingspercentage na injektie van tot drie weken bewaarde erytrocyten, dat 
boven de 80% ligt, als uit het 2,3 difosfoglyceraat- (2,3 DPG-) gehalte van de 
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bewaarde erytrocyten, dat na drie weken nog 16,0 μπιοί per 10 1 1 erytro-
cyten is. Omdat het anticoagulans in deze bloedconserveringsvloeistof EDTA 
is, kan het plasma gebruikt worden voor de bereiding van PPSB. 
Pogingen om PPSB te bereiden vanuit ACD-plasma, hetgeen organisa­
torisch gemakkehjker zou zijn, hadden geen bevredigend resultaat. 
Hoofdstuk VII geeft een globale berekening, hoeveel PPSB aan een 
patient moet worden toegediend om het bloedstelpend mechanisme tijdelijk 
goed te kunnen laten functioneren. In geval van een ernstige bloeding of 
operatie bij een hemofilie-B-patient met een faktor IX-gehalte < 1% en een 
lichaamsgewicht van 70 kg is de eerste oplaaddosis ongeveer 120 ml PPSB en 
de onderhoudsdosis tweemaal per dag ongeveer 40 ml, indien de faktor 
IX-concentratie van het PPSB 1700% bedraagt. De behandeling moet meestal 
minstens 7 dagen worden voortgezet. Tijdens de behandeling is regelmatige 
controle van de faktor IX-concentratie in het plasma van de patient nood­
zakelijk. 
Bij patiënten met een ernstige vorm van hemofilie, die vaak spontane 
bloedingen hebben, hetgeen leidt tot invaliditeit, kan zowel de ernst als de 
frekwentie van de bloedingen verminderen door profylactische toediening 
van PPSB. De door ons gebruikte dosis is voor volwassenen éénmaal per week 
20 ml (equivalent met ± 400 ml vers plasma). Het resultaat, dat met deze 
behandeling kan worden verkregen, wordt geïllustreerd aan een viertal 





Chapter I presents a survey of various methods of preparing factor IX con-
centrates . .for clinical use, in which the factors II, VII and X are nearly 
always concentrated as well. Of the concentrates in current use, the longest 
experience has been gained with PPSB, developed in 1959 by Soulier. 
Chapter H describes the method of preparing PPSB according to Soulier, 
and the modifications we applied. The purpose of these modifications was to 
ensure that the erytrocytes left after plasma recovery can also be used for 
transfusion purposes. The principal modification we introduced was the use 
of Edglugate-Mg-adenine as blood preservative (cf. Chapter VI). The results 
of clotting factor determinations and the calculated yields and purifications 
are specified for all batches. There are no indications that the modifications 
we introduced have an unfavourable effect on PPSB preparation. 
Whenever a high yield of a given clotting factor is found, the purification 
is generally high as well. High yields of the four clottingfactors in the same 
batch generally go together. 
The method of preparation now in use has a yield which, measured by 
the amount of clotting factor recovered from the PPSB in vitro, is about 40% 
for factor IX and about 50% for factors II, VII/X and X. Purification relative 
to the protein is about 40 times for factor IX and about 50 times for factors 
II, VII/X and X. The clotting factor concentration in the PPSB is some 
1750% for factor IX, 2400% for factor II, 2200% for factor VII/X complex 
and 2200% for factor X. 
These results are not inferior to those obtained by Soulier. 
Chapter III describes the controls to which each PPSB batch is submitted 
before administration to patients. In addition to clotting factor and protein 
concentrations, thrombin activity is always determined. No thrombin activi-
ty should be demonstrable in the PPSB. The sterility of the PPSB is tested. 
Animal experiments are carried out in order to establish whether it is free 
from pyrogens and toxic substances. 
Chapter IV describes the results obtained by administration of PPSB to 
patients. A study is made of the course of the plasma concentration of 
factors IX and II after administration to patients. The clearance curve during 
the first 21 hours after injection proves not to show a distinctly more rapid 
decrease than afterwards. The half-life, determined by measurements more 
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than 21 hours after injection, is 24-28 hours for factor IX and 45-70 hours 
for factor II. The yield in the plasma of the amount of clotting factor 
administered is about 40% for factor IX and about 90% for factor II. 
The favourable clinical effect of treatment with PPSB is demonstrated 
with reference to the case histories of 10 patients: 7 with haemophilia В and 
3 with a congenital factor II deficiency. 
Chapter V describes the side effects which may occur in association with 
treatment with PPSB or comparable products. With two batches, administra­
tion was followed by a severe reaction probably caused by thrombin activity 
in the PPSB. This complication was no longer observed after replacement of 
calcium phosphate from the firm of Baker by that from the firm of Amend 
in PPSB preparation·. 
In many of the patients treated with PPSB or a comparable product, the 
production of immune anti-Α or anti-B antibodies is stimulated. This stimu­
lation is apparent from: a) a rise in the titre of complete agglutinines meas­
ured in physiological saline; b) a rise in the agglutinin titre measured in AB 
serum; c) a rise in the haemolysin titre; d) a rise in the titre of incomplete 
IgG antibodies. The specific immunological stimulation is probably caused 
by the A or В blood group substance which is sometimes demonstrable in 
PPSB (Paris) or in the four-clotting-factor concentrate (Amsterdam). The 
antibodies produced are probably of no clinical importance as a rule. 
Contamination with serum hepatitis virus is certainly a serious complica­
tion in treatment with PPSB and comparable products. Of the patients with 
haemophilia В examined, 73% showed signs of previous serum hepatitis: the 
Asutralia (Au) antigen was demonstrable in 20%, and the Au antibody in 
40%; 30% had a history of jaundice and 20% had constantly shown an 
increased serum glutamate pyruvate transaminase (SGPT) activity for more 
than a year. Whenever PPSB is prepared from plasma which is positive for Au 
antigen, this antigen is also demonstrable in the PPSB, be it at a lower titre. 
This shows that donor plasma used in the preparation of PPSB should be 
tested for the presence of Au antigen. 
Chapter VI describes Edglugate-Mg-adenine - a blood preservative con­
taining EDTA in which the erythrocytes remain suitable for transfusion 
purposes for three weeks. This is demonstrated by a 24-hour survival of over 
80% of erythrocytes injected after three weeks' storage as well as by the 
2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG) concentration of the stored erythrocytes, 
which is still 16.0 μπιοί per 10 1 1 erythrocytes after three weeks. Because the 
anticoagulant in this blood-preservative is EDTA, the plasma can be used for 
the preparation of PPSB. 
Efforts to prepare PPSB from ACD plasma (which would be more con-
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venient in terms of organization) had no satisfactory results. 
Chapter VII presents a rough calculation of the amount of PPSB to be 
administered to a patient in order to ensure adequate temporary functioning 
of the mechanism of coagulation. In the event of a severe haemorrhage or an 
operation in a haemophilia В patient with a factor IX concentration < 1% 
and a body weight of 70 kg, the first loading dose is about 120 ml PPSB, and 
the twice-daily maintenance dose is about 40 ml if the factor IX concentra­
tion of the PPSB is 1700%. Treatment must usually be continued for at least 
7 days. Regular checks on the factor IX concentration in the patients' 
plasma are necessary during treatment. 
In patients with a severe form of haemophilia, who have frequent spon­
taneous haemorrhages which may be incapacitating, both the severity and 
the frequency of bleeding can be reduced by prophylactic administration of 
PPSB. We use an adult dose of 20 ml once weekly (equivalent to about 400 
ml fresh plasma). The results which can be obtained in this way are illus­





Chapitre I donne un compte-rendu des diverses méthodes de préparation des 
concentrations utilisables en clinique du facteur IX de coagulation, dans 
lesquelles apparaissent presque toujours concentres les facteurs II, VII et X. 
Le PPSB développé en 1959 par Soulier est la plus expérimentée des con-
centrations employées de nos jours 
Chapitre II décrit la méthode de préparation du PPSB selor Soulier et les 
modifications que nous y avons apportées Celles-ci, dans le but de pouvoir 
employer également pour des transfusions les hématies qui restent après la 
formation du plasma L'emploi d'Edglugate-Mg-adénine comme liquide de 
conservation des globules rouges étant la modification la plus importante que 
nous y ayons introduite (voir chapitre VI). Nous mentionnons pour tous les 
lots les résultats des estimations des facteurs de coagulation, de même que les 
rendements et les purifications que nous avons calculés. Il n'y a pas 
d'indication que les modifications que nous avons apportées aient un effet 
défavorable sur le résultat de la preparation du PPSB Si pour un facteur de 
coagulation, on trouve un rendement élevé, la purification est en général 
également élevée. En ce qui concerne les quatre facteurs de coagulation, dans 
un même lot, des rendements élevés vont généralement ensemble. 
Avec la méthode que nous employons maintenant, le rendement mesuré 
d'après la quantité de facteurs de coagulation qu'on retrouve dans le PPSB in 
vitro, s'élève à environ 40% pour le facteur IX et à environ 50% pour les 
facteurs II, VII/X et X Par rapport aux protéines, la purification s'élève à 
environ 40 fois pour le facteur IX et à environ 50 fois pour les facteurs II, 
VII/X et X. La concentration des facteurs de coagulation pour le PPSB est 
environ 1750% pour le facteur IX, 2400% pour le facteur II, 2200% pour le 
complexe VII/X et 2200% pour le facteur X. Ces résultats ne sont pas 
inférieurs i ceux obtenus par Soulier. 
Chapitre 111 décrit les contrôles qui sont effectués sur chaque lot de PPSB 
avant de l'administrer aux malades Outre les concentrations des facteurs de 
coagulation et celles des protéines on détermine toujours l'activité throm-
bique On ne doit relever aucune activité de la thrombine dans le PPSB On 
s'assure que le PPSB est sténl Au moyen d'expénences sur des animaux on 
vérifie si la préparation est exempte de pyrogènes et de substances toxiques. 
Chapitre IV décrit les résultats obtenus par l'injection de PPSB aux 
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malades. On étudie la marche de la concentration plasmatique des facteurs 
IX et II après l'injection du PPSB aux malades. Il semble que dans les 
premières vingt-et-une heures après l'injection la courbe de disparition ne 
montre pas de baisse nettement plus rapide qu'après ce temps. La demi-vie 
déterminée au moyen des mesures faites dans le temps qui suit les vingt-et-
une heures après l'injection est de 24 à 28 heures pour le facteur IX et de 45 
à 70 heures pour le facteur II. Le rendement de la quantité administrée du 
facteur de coagulation dans le plasma est pour le facteur IX d'environ 40% et 
pour le facteur II d'environ 90%. Dans dix cas examinés et traités: sept 
malades souffrant d'hémophilie В et trois d'un déficit congénital du facteur 
II, on démontre l'effet clinique favorable du traitement avec le PPSB. 
Chapitre V traite des effets secondaires qui peuvent se présenter lors du 
traitement avec le PPSB ou des préparations analogues. Pour deux lots 
apparaît après injection une réaction grave, causée probablement par l'acti-
vité thrombique dans le PPSB. Cette complication ne s'est plus présentée 
après que nous ayons utilisé du phosphate tricalcique produit par la firme 
Amend au lieu de celui de la firme Baker pour la préparation du PPSB. 
Pour une grande partie des malades traités avec le PPSB ou des prépara-
tions analogues, la formation d'anti-corps immunes anti A ou В est stimulée. 
Cette stimulation se démontre par: a) une augmentation du titre d'aggluti-
nines complètes mesuré dans le sérum physiologique; b) une augmentation 
du titre des agglutinines mesuré dans le sérum AB; с) une augmentation du 
titre des hémolysines; d) une augmentation du titre des anti-corps incomplets 
IgG. La stimulation spécifiquement immunologique est probablement causée 
par la substance des groupes sanguins A ou В qui est parfois relevable dans le 
PPSB (Paris) ou dans la concentration des quatre facteurs de coagulation 
(Amsterdam). Les anti-corps formés n'ont le plus souvent, probablement 
aucune importance clinique. 
La contamination par le virus de sérumhépatite est par contre une com-
plication grave du traitement avec le PPSB et préparations analogues. Des 
malades examinés, souffrants d'hémophilie B, 73% montrent des signes d'une 
sérumhépatite passée; chez 20% on trouve l'antigène Australie (Au); chez 
40% l'anti-corps Au; 30% ont eu une ictère et 20% ont pendant plus d'un an 
une augmentation persistante de transaminase glutamate-pyruvate sérique 
(TGPS). Si le PPSB est préparé avec du plasma positif pour l'antigène Au, cet 
antigène se retrouve dans le PPSB bien qu'avec un titre moins élevé. Il en 
ressort qu'il est nécessaire de tester la présence de l'antigène Au dans le 
plasma utilisé pour la préparation du PPSB. 
Chapitre VI décrit un liquide de conservation du sang contenant EDTA, 
l'Edglugate-Mg-adcnine, dans lequel les hématies restent propre à la trans-
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fusion pendant trois semaines Ceci est démontré aussi bien par un pourcen-
tage de survie de plus de 80% vingt-et-quatre heures après l'injection 
d'hématies ayant été conservées jusqu'à trois semaines, que par le taux de 
l'acide 2,3 diphosphoglycénque (2,3-DPG) des hématies conservées, qui 
après trois semaines s'eleve encore à 16,0 micromole par 10 ' ' hématies 
L'EDTA étant l'anticoagulant dans ce liquide de conservation du sang, le 
plasma peut être utilisé pour la preparation de PPSB Des essais pour 
preparer du PPSB avec du plasma ACD, ce qui serait plus facile au point de 
vue organisation, ne donnèrent aucun résultat satisfaisant 
Chapitre VII donne une estimation globale de la quantité de PPSB devant 
être administrée a un malade pour que le mécanisme hémostatique puisse 
temporairement bien fonctionner Dans le cas d'une hémorragie grave ou 
d'une opération chez un malade souffrant d'hémophilie В avec un facteur IX 
plus petit qu'1% et un poids du corps de 70 Kg, la dose initiale est d'environ 
120 ml PPSB et la dose d'entretient deux fois par jour environ 40 ml, si la 
concentration du facteur IX du PPSB monte a 1700r/ Le traitement doit 
durer le plus souvent au moins sept jours Pendant le traitement, il est 
nécessaire de contrôler régulièrement la concentration du facteur IX dans le 
plasma du malade 
Chez les patients souffrants d'une forme grave d'hémophilie et qui ont 
souvent des hémorragies spontanées, ce qui mene a l'invalidité, on peut 
réduire aussi bien la gravite que la frequence des hémorragies par l'injection 
preventive de PPSB La dose que nous employons est d'une fois par semaine 
20 ml pour adultes (équivalant a environ 400 ml de plasma frais) Le résultat 
que l'on peut obtenir par ce traitement est démontre par quatre cas trois 





Kapitel I gibt einen Ueberblick über die verschiedenen Herstellungsarten von 
klinisch brauchbaren Konzentraten des Gennnungsfaktors IX, in den fast 
immer auch die Faktoren II, VII und X konzentriert sind Von den Konzen-
traten, die heute in Gebrauch sind, hat man mit dem von Soulier 1959 
entwickelten PPSB die langjährigsten Erfahrungen gemacht 
Kapitel II beschreibt die Herstellungsmethode von PPSB nach Soulier und 
die von uns vorgenommene Aenderungen Diese bezwecken, auch die Ery-
throzyten, die bei der Plasmagewinnung übrig bleiben, gebrauchen zu 
können fur Transfusionszwecke Die wichtigste Veränderung, die wir durch-
führten, war der Gebrauch von Edglugate-Mg-Adenin als Blutstabilisator 
(siehe Kapitel VI) Die Resultate der Bestimmungen der Gerinnungsfaktoren 
und die berechnete Ausbeute und Reinigung werden fur alle Chargen mitge-
teilt 
Es gibt keine Hinweise dafür, dass die von uns eingeführten Aenderungen 
eine negative Wirkung haben auf das Resultat der PPSB-Herstellung Wenn 
fur einen Gerinnungsfaktor eine hohe Ausbeute gefunden wird, ist auch im 
dllgemeinen die Reinigung hoch Die Ausbeute ist fur die vier Gerinnungs-
faktoren in der selben Charge gleichermassen hoch 
Von der Herstellungsmethodc, wie sie heute angewendet wird, ist die 
Ausbeute fur den Faktor IX ungefähr 40%, fur die Faktoren II, VII/X und X 
ungefähr 50% gemessen an der Menge Gennnungsfaktoren die im PPSB in 
vitro zurückbleibt Die Reinigung ist fur den Faktor IX ungefähr 40 Mal und 
fur die Faktoren II, VII/X und X ungefähr 50 Mal in Bezug auf das Eiweiss 
Die Konzentration der Gennnungsfaktoren im PPSB betragt fur den Faktor 
IX ungefähr 1750%, fur den Faktor II 2400%, fur den Faktorenkomplex 
VII/X 2200% und fur den Faktor X 2200% Diese Resultate sind nicht 
schlechter als diejenigen, die von Soulier erreicht werden 
Kapitel III beschreibt die Kontrollen, die über jede PPSB Charge ausgeübt 
werden bevor das Präparat Patienten verabreicht wird Neben der Konzen-
tration der Gerinnungsfaktoren und des Eiweisses wird immer die Throm-
binaktivitat bestimmt Im PPSB darf keine Thrombinaktivitat nachweisbar 
sein Man untersucht, ob das PPSB steril ist Anhand von Tierversuchen wird 
kontrolliert, ob das Präparat frei von Pyrogenen und toxischen Substanzen 
ist 
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Kapitel IV beschreibt die Resultate der Verabreichung von PPSB an 
Patienten Der Verlauf der Plasmakonzentration der Faktoren IX und II nach 
Verabreichung von PPSB an Patienten wird untersucht Es stellt sich heraus, 
dass die Verschwindungskurve wahrend der ersten 21 Stunden nach der 
Injektion keine dtutlich schnellere Senkung zeigt als nachher Die Halbwert-
zeit, die bestimmt wird an Messungen ab 21 Stunden nach der Injektion 
betragt fur den Faktor IX 24 bis 28 Stunden und fur den Faktor II 45 bis 70 
Stunden Die Ausbeute der verabreichten Menge Gennnungslaktor im Plasma 
betragt fur den Faktor IX ungefähr 40'/ und tur den Faktor II ungefähr 
90'л Anhand von Krankengeschichten von 10 Patienten, von denen 7 
Hemofilie В und 3 einen kongenitalen Faktor II Mangel hatten, wird die 
positive klinische Wirkung der Behandlung mit PPSB gezeigt 
Kapitel V beschreibt die Begleiterscheinungen die bei der Behandlung mit 
PPSB oder vergleichbaren Präparaten auftrelen können Auf zwei Chargen 
erfolgte nach Verabreichung eine ernste Reaktion die wahrscheinlich durch 
Thrombinaktivitat im PPSB verursacht wurde Nach der Ersetzung des 
Kalziumphosphats der Firma Baker durch das der Firma Amend fur die 
Herstellung von PPSB ist diese Komplikation nicht mehr aufgetreten 
Bei einem grossen Teil der Pulienten, die mit PPSB oder vergleichbaren 
Präparaten behandelt wurden wird die Bildung von Immunantikorper anti 
Л oder В angeregt Diese Stimulierung zeigt sich a) durch eine Steigerung des 
kompletten Kochsalzagglutinintiters, b) durch eine Steigerung des Agglu-
tinintiters gemessen in AB-Serum c) durch eine Steigerung des Hemolysin-
titers und d) durch eine Steigerung des Titers der inkompletten IgG Anti­
körper Die spezifische immunologische Stimulierung wird wahrscheinlich 
verursacht durch die A oder В Blutgruppensubstanz die manchmal im PPSB 
(Paris) oder in dem 4 Gerinnungsfaktorenkonzentrat (Amsterdam) nach­
weisbar ist Die geformten Antikörper sind wahrscheinlich meistens nicht 
von klinischem Belang 
Die Ansteckung durch den Serumhepatitisvirus ist eine ernsthafte Kom-
plikation bei der Behandlung mit PPSB und vergleichbaren Präparaten Von 
den untersuchten Patienten mit Hemofilie В haben 73'/ Zeichen einer 
früheren Serumhepatitis, bei 20'/r der Patienten ist das Australische (Au) 
Antigen nachweisbar, bei 40'/ der Au Antikörper, 30'/ hat eine Gelbsucht 
durchgemacht und 20% hat eine langer als 1 Jahr anhaltende Erhöhung der 
Serum Glutamat Pyruvat Transaminase (SGPT) Wenn PPSB hergestellt wird 
aus Plasma, das positiv ist fur das Au Antigen, dann ist dieses Antigen auch 
nachweisbar im PPSB, wenn auch in einem niedrigeren Titer Hierdurch zeigt 
sich, dass es notig ist, das Donorplasma das gebraucht wird zur Herstellung 
von PPSB auf das Vorhandensein von Au Antigen zu testen 
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Kapitel VI beschreibt einen EDTA enthaltenden Blutstabilisator, das 
Edglugate-Mg-Adenin, in dem die Erythrozyten drei Wochen lang für Trans-
fusionszwecke brauchbar bleiben. Dieses zeigt sich sowohl in einem 24 
stündigen Ueberlebungsprozentsatz nach Injektion von bis zu drei Wochen 
konservierten Erythrozyten der über 80% liegt, als auch aus dem 2,3-DPG 
gehalt der bewahrten Erythrozyten, der nach 3 Wochen noch 16,0 μιηοΐ pro 
10' ' Erythrozyten ist. Weil das Antikoagulans in diesem Blutstabilisator 
EDTA ist, kann das Plasma gebraucht werden für die Herstellung von PPSB. 
Versuche, PPSB herzustellen aus ACD-Plasma, was organisatorisch ein-
facher wäre, ergaben kein befriedigendes Resultat. 
Kapitel VII gibt eine ungefähre Berechnung, wieviel PPSB einem 
Patienten verabreicht werden muss, um den blutstillenden Mechanismus 
vorübergehend gut funktionnieren zu lassen. Im Falle einer ernstlichen 
Blutung oder Operation bei einem Hemofilie-B-Patienten mit einem Faktor-
IX-Gehalt < 1% und einem Körpergewicht von 70 kg, ist die erste Auflade-
dosis ungefähr 120 ml PPSB und die Erhaltungsdosis 2 mal täglich ungefähr 
40 ml wenn die Faktor IX Konzentration des PPSB 1700% beträgt. Die 
Behandlung muss meistens mindestens 7 Tage lang fortgesetzt werden. 
Während der Behandlung ist regelmässige Kontrolle der Faktor-IX-Konzen-
tration im Plasma des Patienten notwendig. 
Bei Patienten, die an einer ernsten Form von Hemofilie leiden und bei 
denen oft spontane Blutungen auftreten, die Invalidität zur Folge haben, 
kann sowohl der Ernst als die Häufigkeit der Blutungen abnehmen durch 
profylaktische Verabreichung von PPSB. Die von uns gebrauchte Dosis be-
trägt für Erwachsene einmal wöchentlich 20 ml (ungefähr gleichwertig mit 
400 ml frisschem Plasma). Das Resultat, das mit dieser Behandlung erreicht 
werden kann, wird an 4 Patienten gezeigt: 3 Mal wurde eine deutliche und 
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